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Verzeichnis der Abkürzungen 
Tabelle 1: Abkürzungsverzeichnis 
Abkürzung Bedeutung 
AB0 AB Null 
Ag Antigen 
AK Antikörper 
APC Antigen präsentierende Zelle 
APC Allophycocyanin (Fluorochrom) 
BSA Bovines Serumalbumin 
CD Cluster of Differentiation 
CMV Cytomegalovirus, Cytomegalievirus 
CO2 Kohlenstoffdioxid 
DNA Deoxyribonucleic Acid, Desoxyribonukleinsäure 
EDTA Ethylendiamintetraacetat, Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
FACS fluorescence-activated cell sorting, Durchflusszytometrie 
FCS Fetales Kälberserum 
FITC Fluorescein Isothiocyanate 
FSC Forward Scatter 
H2O dest Aquadest, destilliertes Wasser 
H2O2 Wasserstoffperoxid 
i.v. intravenös 
IFN Interferon 
IgG Immunglobulin G, Gammaglobulin 
IgM Immunglobulin M 
IGRA Interferon-Gamma Release Assays 
IL Interleukin 
IQR Interquartilbereich 
Κ Cohens Kappa 
Ko Kontrolle 
Konz. Konzentration 
MHC Major Histocompatibility Complex, Haupthistokompatibilitätskomplex 
n Größe der Grundgesamtheit 
n.b. nicht bekannt 
NaN3 Natriumazid 
nm Nanometer 
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Abkürzung Bedeutung 
p p-Wert, Signifikanzwert 
PBS Phosphate Buffered Saline, Phosphatgepufferte Salzlösung 
PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion 
PD-1 Inhibitory Receptor Programmed Death-1 
PE Phycoerythrin 
PE-Cy7 Phycoerythrin Cyanin 7 
PerCP Peridinin Chlorophyll 
PFA Paraformaldehyd 
pp65 Phosphoprotein 65 
QNAT Quantitative Nucleic Acid Testing 
RE/ml Relative Einheit pro Milliliter 
RPMI Zellkulturmedium für normale und neoplastische Leukozyten 
RT Raumtemperatur 
SEB Staphylococcus Enterotoxin B 
SSC Side Scatter 
TCR T-Zell-Rezeptor 
TH T-Helferzelle 
TNF Tumornekrosefaktor 
U International Unit, Internationale Einheit 
U/min Umdrehungen/min, min
-1
, Drehzahl 
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1. Zusammenfassung 
Cytomegalievirus spezifische T-Zell-Immunität in früher Kindheit und im Erwachsenenalter 
zur Identifizierung des Infektionsstatus bei potentieller passiver humoraler Immunität 
Die Diagnose des CMV-Infektionsstatus wird indirekt über den Nachweis einer CMV 
spezifischen serologischen Analyse getroffen. Da CMV spezifische Immunglobuline der Klasse 
G (IgG) transplazentar übertragen werden, kann bei Kindern im Alter bis 18 Monaten die 
serologische Analyse auf CMV spezifische IgG falsch positive Werte annehmen. Ähnliches gilt 
bei Patienten nach Gabe von Plasmapräparaten. Da CMV spezifische T-Zellen nicht 
transplazentar übertragen werden, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich 
CMV spezifische T-Zellen bei Kindern nachweisen lassen und ob diese als Alternative zur 
Serologie bei fraglich passiver Immunität herangezogen werden können. Darüber hinaus 
sollte eine umfangreiche funktionelle Charakterisierung der zellulären Immunität bei Kindern 
vorgenommen werden.  
Hierzu wurden 59 Erwachsene (Mütter) und 168 Kinder auf CMV spezifische IgG und CMV 
spezifische CD4+ T-Zellen untersucht. Des Weiteren wurde ein 40 Jahre alter 
Hämodialysepatient vor, während und nach AB0 inkompatibler Nierentransplantation 
untersucht, der eine therapeutische Infusion von humanen Immunglobulinen erhielt. Die 
Identifikation der spezifischen CD4+ T-Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie nach CMV 
spezifischer und polyklonaler Stimulation durch eine Induktion von Interferon-γ (IFN-γ), 
Interleukin-2 (IL-2), Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-17 
(IL-17). Die Bestimmung der CMV-IgG erfolgte mit einem Standard ELISA (enzyme-linked 
immunosorbant assay).  
Die CMV spezifische serologische und die zelluläre Analyse zeigten bei Erwachsenen und 
älteren Kindern, die über 18 Monate alt waren, eine hohe Übereinstimmung. In der Gruppe 
der Kinder, die unter 18 Monate alt waren, wurden 17 von 30 Kindern in beiden Tests 
negativ getestet. Interessanterweise hatten acht von 13 seropositiven Kindern bereits 
nachweisbare CMV spezifische T-Zellen, während lediglich fünf von 13 Kindern T-Zell negativ 
waren und folglich von einer passiven Antikörper-Immunität auszugehen ist. CMV spezifische 
T-Zellen unterschieden sich bei jungen Kindern im Zytokinprofil von den CMV spezifischen T-
Zellen älterer Probanden. Interessanterweise waren die polyklonalen Effektor T-Zell-
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Frequenzen bei jungen Kindern mit nachweisbarer CMV spezifischer T-Zell-Immunität höher 
als bei jungen Kindern ohne CMV spezifische T-Zell-Immunität.  
Bei dem exemplarisch untersuchten Hämodialysepatienten lagen sowohl die CMV 
spezifischen IgG-Antikörpertiter als auch die CMV spezifischen T-Zell-Frequenzen zunächst 
unter der Nachweisgrenze. Nach der therapeutischen Infusion von humanen 
Immunglobulinen hatte der Patient temporär nachweisbare CMV spezifische IgG, blieb 
jedoch CMV T-Zell negativ, was die passive Antikörperimmunität dokumentierte. 
Interessanterweise erlitt der Patient im weiteren Verlauf eine transplantatassoziierten CMV-
Primärinfektion, in deren Folge sich dauerhaft CMV spezifische T-Zellen und Antikörper 
detektieren ließen. 
Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass CMV spezifische T-Zellen bereits im frühen 
Kindesalter nachweisbar sind und bei sehr jungen Kindern das Gesamtrepertoire an Effektor-
T-Zellen dominieren. Darüber hinaus wird deutlich, dass die Mehrheit der serologisch 
positiven Kinder unter 18 Monaten bereits eine CMV-Infektion durchlaufen hat, sodass das 
Ausmaß der passiven Immunität in dieser Altersklasse bislang überschätzt wurde. Die 
Quantifizierung CMV spezifischer T-Zellen stellt daher eine Alternative zur Serologie zur 
Bestimmung des CMV-Infektionsstatus bei fraglich passiver Antikörperimmunität dar, die 
sowohl bei Kindern unter 18 Monaten als auch bei Patienten nach Gabe von 
Plasmapräparaten angewandt werden kann. In der klinischen Praxis können diese Ergebnisse 
zu einer genaueren Risikoeinschätzung bezüglich einer CMV-Infektion im Rahmen einer 
Transplantation beitragen und zu einer präziseren Auswahl eines Therapiealgorithmus 
führen. 
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Summary 
Cytomegalovirus-specific T cell immunity in early childhood and adulthood to identify the 
infection status in individuals with potential passive humoral immunity 
The diagnosis of CMV infection status is made indirectly through the detection of CMV-
specific serologic analysis. Because CMV-specific IgG immunoglobulins (IgG) are transmitted 
transplacentally, serological analysis may yield falsely positive results in children below the 
age of 18 months. Likewise, falsely positive titers may occur in patients after administration 
of plasma products. As CMV-specific T cells are not transmitted transplacentally, this thesis 
investigated whether CMV-specific T cells can be detected in children and whether they can 
be used as an alternative to serology to define the CMV infection status in cases with 
potential passive immunity. In addition, an extensive functional characterization of cellular 
immunity in children should be performed.  
A total of 59 adults (mothers) and 168 children were tested for CMV-specific IgG and CMV-
specific CD4+ T cells. Moreover, a 40 year old hemodialysis patient was analysed before and 
after AB0 incompatible kidney transplantation, who received human immunoglobulins. The 
identification of specific CD4+ T cells was performed by flow cytometry after CMV-specific 
and polyclonal stimulation by the induction of interferon-γ (IFN-γ), interleukin-2 (IL-2), tumor 
necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-4 (IL-4) and interleukin-17 (IL-17). Serological analysis 
of CMV IgG antibodies was carried out using a standard enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). 
CMV-specific serological and T cell analysis showed a high level of agreement in adults and 
children above the age of 18 months. Among infants below the age of 18 months, 17 out of 
30 were tested negative in both assays. Interestingly, among the 13 CMV IgG seropositive 
children, eight already showed detectable CMV-specific T cells, while only five out of 13 had 
no T cells which may be considered as passive antibody immunity. The cytokine profile of 
CMV-specific T cells in young children differed from that observed in children and adults. 
Interestingly, the polyclonal effector T cell frequency in young children with detectable CMV-
specific T cell immunity was higher than the polyclonal T cell frequency in young children 
without CMV-specific T cell immunity.  
In the hemodialysis patient, both the CMV-specific IgG antibody titers and the CMV-specific 
T cell frequencies were below the detection limit prior to transplantation. After therapeutic 
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infusion of human immunoglobulins, CMV-specific IgG were temporarily detectable, 
whereas CMV T cells remained below detection limit, which documented passive antibody 
immunity. Interestingly, the patient later underwent a transplant-associated CMV primary 
infection, which resulted in the induction of both CMV-specific T cells and antibodies which 
remained permanently detectable.  
In summary, this thesis shows that CMV-specific T cells are already detectable in early 
childhood and in very young children, and even dominate the full repertoire of effector T 
cells in early childhood. Moreover, it became evident that the majority of seropositive 
infants below 18 months has already undergone a CMV infection, which indicates that the 
extent of passive immunity in this age group was overestimated so far. The quantification of 
CMV-specific T cells therefore provides an alternative to serology for the determination of 
CMV infection status in individuals with potential passive immunity, which may be applicable 
in both children under 18 months and in patients after administration of plasma products. In 
clinical practice, these results may contribute to a more accurate determination of the CMV 
infection in the setting of transplantation and to a more precise selection of the clinical 
therapy algorithm.  
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2. Einleitung 
2.1 Das humane Cytomegalievirus 
Das humane Cytomegalievirus (HCMV bzw. CMV) ist ein umhülltes DNA-Virus aus der Familie 
der Herpesviridae (Humanes Herpesvirus 5) (GROß, 2006). Dieses Virus ist die Ursache der 
Cytomegalie, einer weltweit verbreiteten Erkrankung, die vorwiegend immundefiziente 
Patienten beeinträchtigt oder als konnatale Infektion klinische Bedeutung hat (GORTNER et 
al., 2012). 
Abhängig vom sozioökonomischen Status sind in Deutschland 40-90% der Bevölkerung mit 
CMV infiziert (MODROW et al., 2010). Europäer werden bei einem niedrigen sozialen Status 
im frühen Lebensalter mit CMV infiziert, in dem Dreijährige zu 20-60% und 30-jährige zu 
über 90% CMV spezifische Antikörper aufweisen. Bei hohem Sozialstatus weisen nur 10-20% 
der europäischen Drei- und 40-50% der europäischen 30-jährigen CMV spezifische 
Antikörper auf (GROß, 2006). 
Nach einmaliger Infektion persistiert CMV wie die Mitglieder der Familie der Herpesviridae 
lebenslang in Lymphozyten (GROß, 2006) und vermutlich auch in vielen Organen in einem 
latenten Zustand, aus dem es sowohl sporadisch als auch in Phasen der Immunsuppression 
reaktivieren kann (MODROW et al., 2010; SESTER et al., 2008a). Die Übertragung von CMV 
kann horizontal über Speichel, Muttermilch, Urin und andere Körperflüssigkeiten, sowie 
über Blutprodukte und transplantierte Organe erfolgen. Ebenso ist eine vertikale 
Übertragung diaplazentar und sub partu möglich. Die Inkubationszeit einer Primärinfektion 
durch Körpersekrete beträgt ca. 4-8 Wochen, nach Organtransplantation 4 Wochen bis 4 
Monate und nach Bluttransfusion 3-12 Wochen (GORTNER et al., 2012). Die Primärinfektion 
mit CMV verläuft bei immunkompetenten Personen oft klinisch inapparent. Selten treten 
mononukleoseähnliche Symptome bei negativer EBV (Epstein-Barr-Virus)-Serologie auf 
(BÖCKER et al., 2008). Gelegentlich findet man Leuko- und Thrombozytopenien sowie 
atypische CD8+ T-Lymphozyten und eine erniedrigte CD4+ T-Lymphozytenzahl (MODROW et 
al., 2010). 
Das Cytomegalievirus spielt eine bedeutende Rolle bei Transplantat-Empfängern und 
verursacht trotz Verfügbarkeit effektiver antiviraler Medikamente eine hohe Rate von 
Todesfällen (KOTTON et al., 2013; KOTTON et al., 2010). Nach Nierentransplantation, also 
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unter starker Immunsuppression, kann eine CMV-Infektion Ausdruck in einer Chorioretinitis 
oder einer schweren interstitiellen Pneumonie finden. Tödliche Verläufe sind darunter 
häufig. Seltener leiden Transplantatempfänger unter einer ulzerativen Gastroenteritis oder 
Enzephalitis (GROß, 2006). CMV ist ebenfalls in der Lage im Verlauf nach Transplantation 
eine Transplantationsvaskulitis zu verursachen, die histologisch einer Abstoßungsreaktion 
entspricht und zum Transplantatverlust führen kann (MODROW et al., 2010). Die 
Übertragung einer CMV-Infektion findet bei Transplantat-Empfängern im Wesentlichen über 
das Transplantat selbst statt. Klinisch betrachtet ist CMV die häufigste Ursache viraler 
Komplikationen bei Organempfängern und stellt damit eine Hauptquelle von Morbidität und 
Mortalität dar (KOTTON et al., 2013; KOTTON et al., 2010). 
Unter Schwangerschaft tritt eine CMV-Primärinfektionen der Mutter in bis zu 2-6% der Fälle 
auf (MODROW et al., 2010). Dadurch werden ca. 30% der Feten infiziert. In der 
Bundesrepublik sind das ein Prozent aller Neugeborenen, wobei knapp 10% dieser Kinder bei 
Geburt bereits symptomatisch sind (Mikrozephalie, periventrikuläre Verkalkungen, 
Chorioretinitis, Hepatosplenomegalie). 10% zeigen Spätmanifestationen mit 
psychomotorischer Retardierung, Taubheit und neurologischen Defiziten (DIEDRICH et al., 
2007). CMV ist somit der häufigste virale Erreger für Embryo- und Fetopathien. Mit der 
hormonellen Umstellung im Rahmen einer Schwangerschaft geht eine Aktivierung von CMV 
aus der Latenz einher. Die transplazentare Übertragung, die zu einer Schädigung des Feten 
führen kann, ist bei einer Reaktivierung jedoch selten. Die Infektion von Säuglingen und 
Kleinkindern nach der Geburt erfolgt durch die Muttermilch, weil nahezu alle seropositiven 
Mütter während der Stillphase CMV reaktivieren und in der Milch ausscheiden (MODROW et 
al., 2010). Der Virusnachweis kann während der Frühschwangerschaft mittels PCR aus 
Chorionzotten und Fruchtwasser, ab der 22. Schwangerschaftswoche aus fetalem EDTA-Blut 
und Amnionflüssigkeit erfolgen (DIEDRICH et al., 2007). Die konnatale Infektion durch CMV 
wird mittels Erregernachweis in der 1. (-3.) Lebenswoche diagnostiziert und ist erst 
bewiesen, wenn andere Ursachen einer konnatalen Infektion ausgeschlossen sind und der 
Erregernachweis mit der klinischen Symptomatik in Einklang steht. Aus Urin, Speichel, Blut 
und anderen Körperflüssigkeiten kann CMV isoliert und das Antigen pp65 sowie das Genom 
nachgewiesen werden (GORTNER et al., 2012). Eine CMV-Infektion kann ebenfalls 
serologisch nachgewiesen werden, wobei eine Primärinfektion durch Serokonversion 
(Neuerscheinen von IgG-Antikörper gegen CMV) und IgM-Antikörper nachgewiesen wird. Die 
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persistierende Infektion zeichnet sich durch einen dauerhaften IgG-Antikörpernachweis aus. 
Eine Reaktivierung geht mit einem Titeranstieg von IgG-Antikörpern und evtl. einem 
erneuten Nachweis von IgM-Antikörpern einher (GROß, 2006). 
Die Cytomegalievirusinfektion wird bei immundefizienten Patienten (einschließlich Patienten 
unter Immunsuppression) mit Ganciclovir therapiert. Foscarnet kommt bei einem Nachweis 
von resistenten Stämmen zum Einsatz (GORTNER et al., 2012). Bei hämatogener Streuung 
des Virus bei Transplantierten, bei akuten Infektionen in der Frühschwangerschaft, sowie bei 
Verdacht auf perinatale Infektionen erfolgt eine Verabreichung von 
Hyperimmunglobulinpräparaten (MODROW et al., 2010). Bei Säuglingen mit einer 
symptomatischen konnatalen CMV-Infektion ist ebenfalls ein Therapieversuch mit 
Ganciclovir sinnvoll. Ob eine asymptomatische konnatale Infektion therapiert werden sollte, 
ist noch unklar (GORTNER et al., 2012), da alle antiviralen Substanzen schwerwiegende 
unerwünschte Arzneimittelwirkungen verursachen können. Ein Impfstoff steht bisher nicht 
zur Verfügung (KOTTON et al., 2013; MODROW et al., 2010). 
2.2 Die Cytomegalievirus-Infektion im Setting der Transplantation 
2.2.1 Das CMV-Infektionsrisiko nach Transplantation 
Das Risiko einer CMV-Primärinfektion oder -Reaktivierung nach Transplantation wird 
wesentlich durch den CMV-Status von Transplantat-Empfänger und -Spender bestimmt. 
Unter den Bedingungen einer Immunsuppression durch Transplantation ist das Risiko für 
CMV abhängige Komplikationen am geringsten bei CMV negativen Transplantatempfängern 
eines CMV negativen Organs. Ein moderates Risiko besteht, wenn der 
Transplantatempfänger CMV positiv ist, vernachlässigbar ist dann ob er ein Transplantat 
eines CMV positiven oder negativen Spenders erhält. Am höchsten ist das Risiko wenn ein 
CMV negativer Patient ein Organ eines CMV positiven Spenders erhält (KOTTON et al., 2010). 
Die korrekte Bestimmung des CMV-Infektionsstatus von Spender und Empfänger sowie die 
Einordung in eine der Risikogruppen ist essentiell bei der Auswahl der therapeutischen 
Strategie, sodass der Organempfänger je nach Spender-Empfänger-Konstellation eine 
prophylaktische, eine präemptive oder eben keine Therapie erhalten kann. 
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2.2.2 Die Diagnostik der CMV-Infektion 
Das klinisch etablierte Routineverfahren zur Bestimmung des CMV-Status ist die serologische 
Analyse CMV spezifischer Antikörper bei Spender und Empfänger (FISHMAN, RUBIN, 1998). 
Diese Analyse sollte möglichst durch Bestimmung CMV spezifischer IgG-Antikörpertiter 
vorgenommen werden, da dieser Parameter im Ergebnis spezifischer ist als eine Bestimmung 
von IgM-Antikörpern (LAZZAROTTO et al., 1997; SEED et al., 2009). Weil der CMV-Status von 
Spender und Empfänger einen direkten Einfluss auf das Infektionsrisiko sowie auf die 
individuell daraus abgeleitete Präventionsstrategie nach einer Transplantation hat, sollte der 
Test eine hohe Sensitivität sowie Spezifität aufweisen. Die serologischen Tests, die zurzeit 
zur Anwendung kommen, unterscheiden sich diesbezüglich voneinander und sind bislang 
nicht standardisiert (KOTTON et al., 2013). Im Setting der Transplantationsvorbereitung wird 
der Serostatus bereits auf der Warteliste bestimmt und sollte bei CMV seronegativen 
Empfängern erneut durchgeführt werden, wenn viel Zeit zwischen dem 
Prätransplantationsscreening und dem Transplantationszeitpunkt verstrichen ist. 
Grundsätzlich ist die Aussagekraft der Serologie eingeschränkt, wenn Spender oder 
Empfänger kurz zuvor Bluttransfusionen erhalten haben. Im Rahmen einer Bluttransfusion 
können Antikörper passiv übertragen werden, was falsch positive Werte in der serologischen 
Testung zur Folge haben kann (PREIKSAITIS et al., 2002). Konkret könnte ein falsch positiver 
Serostatus bei CMV negativen Organspendern nach Polytrauma oder  bei 
Transplantatempfängern nach akutem Leberversagen auftreten, die Plasmapräparate 
erhalten haben (SESTER et al., 2003). Der Effekt von Bluttransfusionen auf die CMV-Serologie 
von Organspendern wurde durch Screening mittels CMV-IgG-ELISA nachgewiesen und zeigte 
in 40% der Fälle falsch positive Werte, die durch passive Antikörper hervorgerufen wurden. 
Demgegenüber konnte nachgewiesen werden, dass ein verdünnender Effekt von 
Bluttransfusionen zur Folge haben kann, dass Antikörpertiter unter die Nachweisgrenze 
sinken, sodass bei Patienten mit eigentlich positivem CMV-Infektstatus ein falsch negativer 
CMV-Serostatus gemessen wird (PREIKSAITIS et al., 2002). Ähnlich verhält es sich bei 
therapeutischen Anwendungen von Immunglobulinen, sodass es sinnvoll erscheint, die vor 
Transfusion bestimmten serologischen Ergebnisse bei der Beurteilung des Serostatus mit zu 
berücksichtigen und den serologischen Status vor und nach Transfusion gegenüberzustellen 
(KOTTON et al., 2010). Generell können Antikörpertiter in der Nähe der Nachweisgrenze eine 
präzise Diagnostik des CMV-Status mittels Serologie erschweren (SESTER et al., 2003). Eine 
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frühere Untersuchung unserer Arbeitsgruppe zeigte, dass auf der Basis einer einmaligen 
Screening-Untersuchung mittels Serologie 2,1% der Patienten aufgrund grenzwertiger 
Antikörpertiter als falsch negativ bezüglich eines CMV-Infekts eingeordnet wurden (SESTER 
et al., 2003). Diese Fehleinschätzung kann in der klinischen Praxis unmittelbar in einem 
Anstieg des Infektionsrisikos für Transplantatempfänger resultieren.  
Betrachtet man die Situation nach Transplantation, bei der die Diagnose einer aktiven CMV-
Infektion im Vordergrund steht, verliert die Serologie ihren Stellenwert (KOTTON et al., 
2010). Ungeeignet für die Routinediagnostik der CMV-Infektion sind des Weiteren auch die 
Blutkultur (KOTTON et al., 2010), die Urinkultur (PILLAY et al., 1993), die kulturelle 
Anzüchtung aus einer bronchioloalveolären Lavage (BUFFONE et al., 1993; STORCH et al., 
1993), sowie der pp67-Test (Phosphoprotein 67-Test) (CALIENDO et al., 2002; GERNA et al., 
2003), denn diese Verfahren liefern keine hinreichend aussagekräftigen Ergebnisse, um im 
Posttransplantationsmanagement eine klinische Entscheidung ausreichend stützen zu 
können (KOTTON et al., 2010). Allein der pp65-Nachweis, und die quantitative Messung der 
Virus-DNA (quantitative nucleic acid testing, QNAT) sind im klinischen 
Posttransplantationsmanagement nützlich. Diese beiden Tests sind weitgehend verfügbar 
und zeigen eine gute, wenn auch nicht absolute Korrelation (CALIENDO et al., 2002; 
CALIENDO et al., 2000; PIIPARINEN et al., 2004).  
2.2.3 Prävention und Therapie der CMV-Infektion 
Zur Prävention der CMV-Infektion nach Transplantation werden derzeit zwei Strategien 
eingesetzt, eine universelle Prophylaxe oder eine präemptive Therapie (KOTTON et al., 2013; 
KOTTON et al., 2010). Die universelle Prophylaxe sieht eine Verabreichung antiviraler 
Medikamente vor, obwohl keine Hinweise für eine Virusreplikation bestehen (KOTTON et al., 
2013). Die Prophylaxe soll bereits in der frühen Posttransplantationsphase begonnen 
werden und für einen Zeitraum von 3-6 Monaten weitergeführt werden (KOTTON et al., 
2013). Die präemptive Therapie hingegen zeichnet sich dadurch aus, dass eine virale 
Replikation durch Monitoring in regelmäßigen Intervallen schon früh in asymptomatischem 
Status erkannt wird. Mit diesem Wissen erhalten nur die Patienten gezielt eine 
Pharmakotherapie, die Hinweise auf aktive Virusvermehrung zeigen, wodurch nicht mehr 
alle Patienten unerwünschten Arzneimittelwirkungen ausgesetzt werden müssen und Kosten 
für Arzneimittel eingespart werden können. Im Vergleich zur Prophlaxe ist die präemptive 
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Therapie hingegen aufwendiger in der Diagnostik, da Reaktivierungsereignisse nur durch 
regelmäßige Viruslastmessungen frühzeitig erkannt werden können (KOTTON et al., 2013; 
KOTTON et al., 2010). 
Sowohl die Prophylaxe als auch das präemptive Therapieschema sind bisher gute Mittel, um 
eine CMV-Erkrankung zu verhindern. Bei CMV negativen Empfängern eines CMV positiven 
Organs wird bevorzugt die prophylaktische Therapie empfohlen, mit der eine 
Primärinfektion im Idealfall verhindert werden kann. Die prophylaktische antivirale Therapie 
ist bei dieser Konstellation mit einem besseren Transplantatüberleben und klinischen 
Outcome verbunden (KOTTON et al., 2010). Die präemptive Therapie wird ausschließlich nur 
dann empfohlen, wenn der Transplantatempfänger einem wöchentlichen Viruslast-
Monitoring unterzogen werden kann. Lediglich dann scheint ein präemptives 
Therapieregime, in dem Patienten mit Reaktivierungsereignissen medikamentös behandelt 
werden, erfolgreich zu sein (KOTTON et al., 2013; KOTTON et al., 2010).  
2.2.4 Die CMV-Infektion im Setting der pädiatrischen Transplantation 
Bei kindlichen Organtransplantatempfängern stellt die CMV-Infektion ebenfalls einen 
Hauptgrund für Morbidität und Mortalität dar (KOTTON et al., 2013; KOTTON et al., 2010). 
Kinder sind genauso wie Erwachsene gefährdet, nach Transplantation eine primäre CMV-
Infektion zu entwickeln, in jungen Jahren ist jedoch die Wahrscheinlichkeit dafür viel größer, 
da meist noch kein Kontakt zu diesem Virus bestand (KOTTON et al., 2013; KOTTON et al., 
2010). Innerhalb von zwei Jahren nach Transplantation erlitten 10-20% der 
lebertransplantierten Kinder in insgesamt fünf Zentren in den USA eine CMV-Erkrankung 
(GREEN et al., 2006). Das Risiko für eine CMV-Infektion bei CMV negativem Empfänger eines 
ebenso negativen Organs besteht durch Umweltkontakte in der gesamten 
Posttransplantationsphase (KOTTON et al., 2010). Der Nachweis der CMV-Infektion erfolgt 
bei Kindern ähnlich wie bei Erwachsenen. Es ergeben sich lediglich Einschränkungen 
aufgrund von kleineren Blutmengen, die bei jungen Patienten für diagnostische Zwecke zur 
Verfügung stehen (KOTTON et al., 2010). 
Bei der Interpretation der Ergebnisse der serologischen Testverfahren zur Bestimmung des 
CMV-Statuts muss zusätzlich beachtet werden, dass Kinder unter 18 Monaten 
möglicherweise passive mütterliche Antikörpertiter tragen, die sie diaplazentar erworben 
haben und ihnen in den ersten Monaten nach Geburt als Nestschutz dienen (KOTTON et al., 
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2010). Folglich kann eine Serologie in diesem Alter aufgrund von passiven mütterlichen 
Antikörpertitern falsch positiv sein (KOTTON et al., 2010). Die internationalen Konsensus 
Guidelines empfehlen daher bei kindlichen Transplantatempfängern grundsätzlich von der 
höchsten Risikokonstellation auszugehen und eine entsprechende Prävention 
durchzuführen. Dementsprechend sollten Spender in einem Alter unter 18 Monaten 
konsequent als CMV positiv eingestuft werden. Kindliche Organempfänger unter 18 
Monaten sollten jedoch stets CMV negativ eingestuft werden, auch wenn serologisch CMV 
spezifische Antikörper nachweisbar sind (KOTTON et al., 2010). 
Die Wahl der Behandlungsstrategie (Prophylaxe versus präemptive Therapie) ist bei Kindern 
dadurch erschwert, dass die Datenlage bei pädiatrischen Transplantationen begrenzt ist. 
Schwierigkeiten bereiten auch unerwünschte Arzneimittelwirkungen sowie 
Resistenzentwicklungen des Cytomegalievirus. Einzelne Fallberichte deuten bereits auf eine 
rapide Zunahme von Ganciclovir-Resistenzen hin. Bezüglich der beschriebenen Resistenzlage 
in diesem jungen Alter fehlen jedoch Untersuchungen an größeren Patientenkollektiven, 
sodass bisher nicht feststeht wie ausgeprägt die Resistenzlage gegen Ganciclovir tatsächlich 
ist. Die zurzeit verfügbaren Alternativen sind ähnlich wie im Erwachsenenbereich Foscarnet 
und Cidofovir. Aufgrund nephrotoxischer unerwünschter Arzneimittelwirkungen ist die 
Anwendung dieser Medikamente jedoch limitiert. Darüber hinaus gibt es zusätzliche 
therapeutische Optionen, zu denen keine Daten im pädiatrischen Bereich vorliegen. Dazu 
gehören der Einsatz von Maribavir, Leflunomid und Artesunate (KOTTON et al., 2010). 
2.3 Immunologische Grundlagen 
Primäre lymphatische Organe wie Thymus oder Knochenmark sind Orte der 
antigenunabhängigen T- bzw. B-Lymphozyten-Reifung. Die antigenspezifische Aktivierung 
findet erst in sekundären lymphatischen Organen, wie Lymphknoten, Milz und in Mukosa 
assoziierten Lymphgeweben statt (GROß, 2006). 
Die Erkennungsstruktur der T-Zellen für Pathogene ist der T-Zell-Rezeptor (TCR), der 
Fremdantigene in Form von Peptiden im Kontext mit MHC-Molekülen auf der Zelloberfläche 
von Antigen präsentierenden Zellen erkennt. Dieser T-Zell-Rezeptor ist aus einem 
heterodimeren Membranprotein aufgebaut und tritt in zwei Formen auf, der αβ- oder der 
γδ-Form, wobei allein die αβ-Form eine Bedeutung für die spezifische Immunität hat (GROß, 
2006). Mit diesem TCR ist ein Heterotrimer (CD3) verbunden. Dieser sendet ein Signal in das 
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Zellinnere, wenn der T-Zell-Rezeptor Fremd-Peptide im Kontext mit MHC-Molekülen auf der 
Zelloberfläche erkennt. B-Zell-Rezeptoren bestehen aus monomeren, membranständigen 
IgM-Molekülen und sind in der Lage freie Antigene zu erkennen (GROß, 2006). 
Professionell antigenpräsentierende Zellen (APC) exprimieren MHC-Klasse-II-Moleküle, 
welche der Präsentation extrazellulärer Antigene dienen, die über Phagozytose oder 
Rezeptor vermittelte Endozytose aufgenommen wurden. Im Phagosom werden diese 
Antigene nach einem Zusammenschluss mit Lysosomen in Peptidfragmente gespalten. Die 
Fusion führt zu einem Phagolysosom, welches anschließend mit einem Endosom verschmilzt. 
Endosomen sind MHC-II-haltig. Das MHC-II-Molekül wird mit Peptidfragmenten einer Länge 
von 10-12 Aminosäuren beladen und zur Zelloberfläche transportiert, wo es mit dem 
kostimulatorischen Protein B7 durch CD4+ T-Zellen erkannt wird. Auch B-Zellen können 
Antigene über den membranständigen B-Zell-Rezeptor aufnehmen und nach Prozessierung 
in MHC-II-Molekülen auf der Zelloberfläche präsentieren (GROß, 2006). 
Kernhaltige Körperzellen bis auf intakte Neurone exprimieren MHC-Klasse-I-Moleküle (GROß, 
2006). Die Beladung von MHC-Klasse-I-Molekülen mit Fremdpeptidfragmenten erfolgt im 
endoplasmatischen Retikulum. Eine wesentliche Voraussetzung dafür ist die aktive 
Neusynthese der viralen Proteine, die nur in infizierten Zellen stattfindet, in denen virale 
Gene im Rahmen der Virusreplikation exprimiert und in Proteine translatiert werden. Die 
Antigene werden durch das Proteasom zu ca. 9 Aminosäure langen Peptiden gespalten. 
Diese werden dann in das endoplasmatische Retikulum transportiert und an MHC-Klasse-I-
Moleküle gebunden. Der gebildete Komplex gelangt über Golgi-Vesikel und das Trans-Golgi-
Netzwerk an die Zelloberfläche und wird in der Membran verankert, wo er von CD8+ T-Zellen 
erkannt wird (GROß, 2006; MODROW et al., 2010). Auch bei der Aktivierung der CD8+ T-
Zellen ist ein kostimulatorisches Signal von Seiten der antigenpräsentierenden Zelle neben 
der Wechselwirkung zwischen T-Zell-Rezeptor mit MHC-Peptid-Komplex von zentraler 
Bedeutung. Diese Kostimulation wird vermittelt durch die Interaktion von B7-Proteinen oder 
CD40-Proteinen auf APCs mit den entsprechenden Liganden auf den T-Zellen (CD28-Protein 
bzw. CD40-Ligand). Nur wenn sowohl Antigen spezifische als auch kostimulatorische Signale 
vorliegen, kommt es zu einer T-Zell-Aktivierung, die vermittelt über die Ausschüttung von 
Zytokinen wie z.B. IL-2 eine Proliferation und somit eine klonale Expansion Antigen 
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spezifischer T-Lymphozyten auslöst. Fehlt das kostimulatorische Signal, werden die T-Zellen 
funktionell anergisiert (MODROW et al., 2010). 
Werden Peptidfragmente im Rahmen der spezifischen Immunantwort auf MHC-Klasse-II-
Molekülen präsentiert entwickeln sich CD4+ T-Zellen zu antigenspezifischen T-Helferzellen 
(TH0). Unter Anwesenheit zahlreicher Zytokine wie IL-2, IL-4, oder IFN-γ (GROß, 2006), die 
durch naive T-Helferzellen bei ihrem primären Antigenkontakt gebildet werden (MODROW 
et al., 2010), kommt es zur weiteren Differenzierung dieser Zellen (GROß, 2006). Eine 
Untergruppe der T-Effektor-Zellen, die als Reaktion auf eine Infektion gebildet werden, sind 
die TH17-Zellen. TH17-Zellen verlassen die Lymphknoten und migrieren zu den peripheren 
Infektionsherden, wo sie Antigen spezifisch stimuliert werden. Dies geht mit einer Sekretion 
von Zytokinen der IL-17-Familie einher. IL-17 wirkt an Infektionsherden, indem es lokal 
Zellen dazu veranlasst Zytokine und Chemokine freizusetzen, die wiederum neutrophile 
Zellen anlocken. TH17-Zellen produzieren ebenfalls IL-22, welches mit IL-17 kooperativ wirkt 
und mit diesem zusammen die Expression von antimikrobiellen Peptiden induziert. So 
wirken pathogenspezifische TH17-Zellen als effiziente Verstärker des angeborenen 
Immunsystems in einer frühen Phase an Infektionsherden (BEDOYA et al., 2013; MURPHY et 
al., 2009; ZUNIGA et al., 2013). 
Stark wirksame TH1- oder TH2-Reaktionen entstehen bei einer länger andauernden Infektion, 
wenn die spezialisierte Aktivität dieser T-Zell-Untergruppen erforderlich ist, um 
Krankheitserreger vollständig zu beseitigen. Durch das Voranschreiten der Immunantwort 
werden Zytokine gebildet, die naive T-Zellen auf die TH1- oder die TH2-Untergruppen 
festlegen (MURPHY et al., 2009). Sind IL-12 und IFN-γ vorhanden (MURPHY et al., 2009), 
kommt es zur Entwicklung von TH1-Zellen, TH2-Zellen bilden sich, wenn IL-4 und IL-6 
vorhanden sind. Zytokine aktivieren letztlich die Transkriptionsfaktoren, die zu einer TH1- 
oder TH2-Entwicklung führen. IFN-γ hemmt dabei die Proliferation von TH2-Zellen (MURPHY 
et al., 2009). TH2-Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-6 und auch IL-10. Diese Zytokine können B-
Zellen aktivieren und damit eine humorale Immunantwort durch antikörperproduzierende 
Plasmazellen auslösen (GROß, 2006). TH1-Zellen bilden IFN-γ, IL-2 und TNF-β und fördern 
damit die Aktivierung weiterer T-Helferzellen, sowie die Aktivierung einer zellulären 
Immunität in Form von Makrophagen und zytotoxischen T-Zellen, die sich gegen 
intrazelluläre Erreger wie Viren richten können (MODROW et al., 2010). TH2-Zellen hemmen 
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darüber hinaus durch IL-10-Bildung eine TH1-Antwort an, während sie die eigene TH2-
Antwort fördern (GROß, 2006). 
Für eine endgültige B-Zell-Aktivierung werden noch weitere als die bisher beschriebenen 
Faktoren benötigt. Mittels ihres B-Zell-Rezeptors muss die B-Zelle das Antigen binden und 
aufnehmen, damit es durch MHC-II-Moleküle auf ihrer Oberfläche präsentiert werden kann. 
Eine passende TH2-Zelle erkennt dann mit ihrem T-Zell-Rezeptor dieses Peptidfragment, 
wobei es gleichzeitig zu einer Wechselwirkung zwischen dem CD40-Ligand der TH2-Zelle und 
dem Glykopeptid CD40 der B-Zelle kommt. Letztlich führt die TH2-Zell vermittelte 
Aktivierung zur Differenzierung von der B-Zelle in eine Plasmazelle, die Antikörper in 
löslicher Form sezerniert. Wenn der Organismus zum ersten Mal durch einen Erreger infiziert 
wird, wird zunächst IgM gebildet, im Verlauf der Infektion kommt es zu einem 
Immunglobulin-Klassenwechsel, der durch einen Übergang in eine IgG-Produktion 
gekennzeichnet ist. Nach Kontrolle der Infektion verbleiben einige B-Zellen in Form von 
Gedächtniszellen dauerhaft im Organismus. Diese immunologische Speicherung von 
Information ermöglicht bei einem sekundären Erregerkontakt eine sehr viel schnellere 
Reaktion als bei Erstkontakt. Hier reicht allein schon die Bindung des B-Zell-Rezeptors an ein 
MHC-II gebundenes Antigen, um eine Aktivierung der Gedächtniszelle auszulösen und eine 
Antikörperproduktion erneut in Gang zu setzen (GROß, 2006). 
Innerhalb von T-Zellen kommt es zur Differenzierung von zwei Typen von Gedächtniszellen, 
die unterschiedliche Aktivierungsmerkmale aufweisen. Effektorgedächtnis-Zellen können 
sehr schnell zu T-Effektor-Zellen heranreifen und nach einer erneuten Stimulation große 
Mengen IFN-γ, IL-4 und IL-5 sezernieren. Demgegenüber brauchen zentrale Gedächtniszellen 
länger um sich zu T-Effektor-Zellen zu differenzieren (MURPHY et al., 2009). 
Die Expansion von T-Helfer- und zytotoxischen T-Zellen mit hochaffinen T-Zell-Rezeptoren 
sowie die Differenzierung von Antikörper produzierenden Plasmazellen erfolgt in 
sekundären Lymphorganen nach Kontakt mit einem Erreger. Mit Ausnahme der 
transplazentar übertragenen Viren findet dieser Kontakt erst nach der Geburt statt. Wird ein 
Embryo in Utero infiziert, kann er ab der 22. Schwangerschaftswoche selbst IgM- und auch 
IgG-Antikörper bilden und es gibt Hinweise, dass eine CMV Infektion in Utero auch bereits 
eine Differenzierung von CD4+ und CD8+ T Zellen induzieren kann (HUYGENS et al., 2014). 
Ansonsten wird dem Neugeborenen während der Schwangerschaft ein primärer spezifischer 
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Schutz durch mütterliche Antikörper, eine sogenannte Leihimmunität, übertragen. Eine 
Voraussetzung für den Antikörpertransfer ist die großflächige Auflösung der maternalen 
Plazentaanteile. Dadurch kann das maternale Blut direkt die von der Chorionmembran 
umgebenen fetalen Kapillaren, die für Antikörper der Subklasse IgG durchlässig sind, 
umspülen (MODROW et al., 2010). Diese maternalen passiven Antikörper werden nach und 
nach abgebaut, man geht jedoch davon aus, dass die mütterlichen Antikörper bis zu 18 
Monate postpartal im kindlichen Organismus persistieren können (KOTTON et al., 2010). 
2.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 
Der CMV-Infektionsstatus wird durch die CMV-Serologie ermittelt, die in aller Regel 
zuverlässige Testergebnisse liefert. Unsicherheit bei der Serologie besteht allerdings bei 
Antikörpertitern in der Nähe des diagnostischen Grenzwertes oder bei Transplantat-
Spendern oder -Empfängern, bei denen eine passive Antikörperimmunität nicht 
auszuschließen ist. Hierzu zählen Kinder unter 18 Monaten aufgrund mütterlicher 
Antikörpertiter (Nestschutz) sowie Erwachsene nach Gabe von Antikörperpräparaten 
(Abbildung 1). In dieser Situation ist die Einordnung in eine der oben genannten 
Risikogruppen erschwert, sodass in der klinischen Praxis immer das höchste Risiko 
angenommen werden sollte (KOTTON et al., 2010). Bislang wurde noch nicht untersucht, 
inwieweit die Analyse CMV spezifischer T-Zellen bei Patienten mit passiver Immunität zu 
einer exakteren Bestimmung des CMV-Status beitragen könnte. Dies wurde in den CMV-
Konsensus-Guidelines als ein wichtiges Forschungsziel definiert (KOTTON et al., 2010), das im 
Rahmen dieser Arbeit aufgegriffen wurde. Diese Intention erscheint vielversprechend, da T-
Zellen weder plazentar noch bei therapeutischer Gabe von Antikörperpräparaten übertragen 
werden. 
Weil darüber hinaus bislang unzureichend untersucht ist, inwieweit die bei Erwachsenen 
etablierten Verfahren zum Nachweis einer zellulären Immunität auch bei Kindern zuverlässig 
funktionieren und eingesetzt werden können, sollte im Rahmen dieser Arbeit auch eine 
umfangreiche Charakterisierung der CMV spezifischen und polyklonalen Immunfunktion bei 
Kindern im Altersverlauf im Vergleich mit Erwachsenen durchgeführt werden. Bei allen 
Probanden wurde zudem die CMV-Serologie ermittelt, um die Aussagekraft der zellulären 
und humoralen Immunität zur Bestimmung des CMV-Status direkt zu vergleichen. 
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Abbildung 1. Grafische Darstellung der Übertragbarkeit von Antikörpern und TH1-Zellen während der 
Schwangerschaft und durch Plasmapräparatgabe. Übertragung von mütterlichen Antikörpern auf das Kind 
während der Schwangerschaft (A) und durch Plasmapräparate (B). Ein Transfer von TH1-Zellen findet weder 
unter Schwangerschaft noch über Plasmapräparate statt. Zeichnung von Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Martina Sester. 
 
Schließlich sollte die Bedeutsamkeit der CMV spezifischen T-Zell-Analyse im Vergleich zur 
Serologie zur Identifikation des CMV-Infektionsstatus auch bei Erwachsenen mit passiver 
Immunität evaluiert werden. Dies erfolgte am Beispiel eines CMV seronegativen 
Hämodialysepatienten, der aufgrund einer AB0 inkompatiblen Nierentransplantation eine 
therapeutische Infusion humaner Immunglobuline erhielt. 
Folgende Fragen wurden im Einzelnen behandelt 
• Sind CMV spezifische CD4+ T-Zellen bei CMV seropositiven Probanden im Kindesalter 
nachweisbar und ist die CMV spezifische CD4+ T-Zell-Analyse mit der CMV 
spezifischen IgG-Analyse bei Probanden ohne passive Immunität vergleichbar? 
• Sind CMV spezifische CD4+ T-Zellen bereits im Nabelschnurblut nachweisbar und wird 
ein mütterlicher CMV-IgG-Antikörpertiter in allen Fällen auf das Kind übertragen? 
• Können CMV spezifische CD4+ T-Zellen bei seropositiven Kindern unter 18 Monaten 
einen positiven CMV-Status anzeigen? 
• Welches Zytokin ist das beste Readout-Zytokin zum Nachweis CMV spezifischer CD4+ 
T-Zellen bei Kindern? 
Schwangerschaft Plasmapräparate 
A B 
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• Existiert ein Unterschied in der polyklonalen Immunfunktion der TH1-, TH2- und 
TH17-Zellen bei Kindern im Altersverlauf? 
• Ist die CMV spezifische CD4+ T-Zell-Analyse unter den Bedingungen einer passiven 
Antikörpergabe der serologischen Nachweismethode überlegen? 
25 
3. Material und Methodik 
3.1 Geräte und Materialien 
Die in dieser Arbeit verwendeten Geräte und Materialien sind in Tabelle 2-4 gelistet. 
Tabelle 2: Geräte 
Geräte Firma, Firmensitz 
Brutschrank (Hera cell 150) Heraeus, Hanau 
Durchflusszytometer (FACSCanto II) BD Biosciences, Heidelberg 
Kolbenhubpipetten 
(10, 20, 100, 200, 1000µl) 
Abimed, Langenfeld 
Multifunktionaler Plattenleser (Victor X4) PerkinElmer, Rodgau 
Multipipette plus Eppendorf, Hamburg 
Pipettenspitzen für Kolbenhubpipetten Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettierhilfe (Pipetboy acu) Integra Biosciences, Fernwald 
Präzisions Dispenser Tips (5ml)  Eppendorf, Hamburg 
Reagiergefäße (1,5ml)  Sarstedt, Nümbrecht 
Röhrchen für die Durchflusszytometrie 
(5ml FACS Röhrchen) 
Sarstedt, Nümbrecht 
Röhrchen Polypropylen (15ml Falcon)  Greiner, Frickenhausen 
Serologische Pipette (2, 5, 10, 25ml)  Sarstedt, Nümbrecht 
Sterile Werkbank (Hera Safe)  Heraeus, Hanau 
Vortex Mixer 7-2020  neoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg 
Zentrifuge Laborfuge  Heraeus, Hanau 
Zentrifuge Megafuge 1.0R  Heraeus, Hanau  
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Tabelle 3: Chemikalien und Kits 
Chemikalien und Kits Firma, Firmensitz 
Anti-CMV-ELISA-Kit (IgG) Euroimmun, Lübeck 
Bovines Serumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg 
Brefeldin A  Sigma, Deisenhofen 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Serva, Heidelberg 
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma, Steinheim 
FACS Clean BD Biosciences, Heidelberg 
FACS Flow BD Biosciences, Heidelberg 
FACS Rinse BD Biosciences, Heidelberg 
FCS (fetales Kälberserum) Biochrom, Berlin 
Lysing-Lösung (10x konzentriert, 1x 
Verdünnung mit H2O dest.) 
BD Biosciences, Heidelberg 
Natriumazid (NaN3)  Serva, Heidelberg 
Paraformaldehyd  AppliChem, Darmstadt 
PBS (phosphatgepufferte Salzlösung) PAA, Cölbe 
Penicillin-Streptomycin PAA, Cölbe 
RPMI-Medium 1640 + 1% L-Glutamin Sigma, Steinheim 
Saponin Sigma, Steinheim 
Tabelle 4: Puffer und Medien 
Puffer und Medien Zusammensetzung 
Brefeldin A-Stocklösung 5mg/ml in Ethanol 
FACS-Puffer PBS, 5% FCS, 0,5% BSA, 0,07% NaN3 
Natriumazid (NaN3)-Lösung 10% in H20 dest. 
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Puffer und Medien Zusammensetzung 
Paraformaldehyd-Stocklösung 5g in 200ml PBS, pH 7,4-7,6 
Saponin-Stocklösung 2g Saponin in 39,7ml sterilem PBS + 0,28ml 
10%iges NaN3 
Saponin-Puffer FACS-Puffer, 0,1% Saponin 
Zellkulturmedium RPMI, 1% Glutamin, 1% Penicillin-
Streptomycin, 5% FCS 
3.2 Antikörper 
Die in dieser Arbeit verwendeten Antikörper sind in Tabelle 5 und Tabelle 6 gelistet. 
Tabelle 5: Kostimulatorische Antikörper 
Antikörper Klon Ig Klasse Konzentration Firma, Firmensitz 
anti-CD28 L293 IgG1 k 0,5mg/ml BD Biosciences, Heidelberg 
anti-CD49d 9F10 IgG1 k 1mg/ml BD Biosciences, Heidelberg 
Tabelle 6: Zur durchflusszytometrischen Analyse verwendete Antikörper 
Antikörper Fluorochrom Klon Ig Klasse Konzentration 
anti-CD4  PE-Cy7 SK3 IgG1 k 0,012mg/ml 
anti-CD69  PerCP L78 IgG1 0,05mg/ml 
anti-IFN-γ  FITC 4S.B3 IgG1 k 0,5mg/ml 
anti-TNF-α  APC MAb 11 IgG1 0,2mg/ml 
anti-IL-2  PE MQ1-17H12 IgG2a n. b.* 
anti-IL-4  PE 8D4-8 IgG1 0,2mg/ml 
anti-IL-17  AlexaFluor647 SCPL1362 IgG1 k n. b.* 
*n. b.: Konzentrationsangaben des Herstellers sind nicht bekannt; alle Antikörper wurden von der Firma BD 
Biosciences bezogen. 
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3.3 Antigene 
Die Antigene zur spezifischen Stimulation sind in Tabelle 7 gelistet. 
Tabelle 7: Antigene 
Antigene Firma, Firmensitz 
CMV-Ag: Stockkonz. n. b. (in H2O angelöst 
und gelagert bei -70°C); Endkonz. 32 µl/ml  
Virion/Serion, Würzburg 
Ko-Ag: Stockkonz. n. b. (in H2O angelöst 
und gelagert bei -70°C); Endkonz. 32 µl/ml 
Virion/Serion, Würzburg 
SEB: Staphylococcus aureus Enterotoxin B 
(Stock 1mg/ml in H2O, Endkonz. 2,5µg/ml) 
Sigma, Steinheim 
3.4 Software 
Die verwendete Software ist in Tabelle 8 gelistet. 
Tabelle 8: Software 
Software Verwendungszweck 
BD FACSDiva Software 6.1.3 Messung und Auswertung der 
durchflusszytometrischen Daten 
EndNote X5/ X7 Literaturverwaltung 
Graph Pad Prism 5.03 statistische Auswertung, graphische 
Darstellung 
Microsoft Office Access 2003 Datenverwaltung 
Microsoft Office Excel 2003/2007/2010 statistische Auswertung 
Microsoft Office Word 2003/2007/2010 Textverarbeitung 
PowerPoint 2003/2007/2010 graphische Darstellung/Präsentation 
WorkOut Software 2.5 Messung und Auswertung der ELISA-Daten 
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3.5 Probanden- und Patienten-Kollektiv 
Die demografischen Daten der Probanden und Patienten zeigt Tabelle 9. 
Tabelle 9: Demografische Daten der Probanden und Patienten 
Probanden/Patienten n (%) Alter (Jahre) weibliches 
Geschlecht (%) 
Kinder < 18 Jahre 168 (100) 7,02 ± 6,37 56,0 
Kinder > 18 Monate 109 (64,9) 10,68 ± 4,90 57,8 
Kinder < 18 Monate (kein Nabelschnurblut) 30 (17,9) 0,48 ± 0,51 53,3 
Nabelschnurblut (Neugeborene) 29 (17,3) 0 51,7 
Mütter 59 (100,0) 29,67 ± 5,78 100,0 
Hämodialysepatient vor und nach AB0 
inkompatibler Nierentransplantation 
1 40 männlich 
Die Daten zu diesen Probanden/Patienten gingen in die Originalpublikationen zu dieser Arbeit ein (RITTER et 
al., 2013; SCHMIDT et al., 2012). 
Insgesamt wurden 168 Kinder im Alter von 0-18 Jahren analysiert. Dieses Kollektiv setzt sich 
zusammen aus 29 Nabelschnurblutproben von Neugeborenen, 30 Kindern, die zum 
Zeitpunkt der Blutentnahme jünger als 18 Monate alt waren und 109 Kindern im Alter von 
18 Monaten bis 18 Jahren. Die Nabelschnurblutproben wurden nach Lösung der Plazenta aus 
dem Uterus post partum aus der Nabelschnur entnommen. In der Nabelschnur zirkuliert 
ausschließlich Blut, welches dem kindlichen Kreislauf entstammt (DIEDRICH et al., 2007). 
Daher wird der ermittelte Immunstatus des Nabelschnurblutes in dieser Studie mit dem 
kindlichen Immunstatus gleichgesetzt. 
Bis zu einem Alter von 18 Monaten können im kindlichen Blutkreislauf mütterliche 
Antikörper persistieren (KOTTON et al., 2010). Daher wurde in Zusammenhang mit den in 
dieser Studie eingeschlossenen Kindern unter 18 Monaten und Neugeborenen das Blut der 
59 Mütter dieser Kinder analysiert. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme bestand weder bei den 
Müttern noch bei den Kindern die Symptomatik oder der Verdacht einer akuten CMV-
Infektion oder CMV-Reaktivierung. 
Zusätzlich wurde ein Hämodialysepatient in die vorliegende Studie eingeschlossen, bei dem 
eine AB0 inkompatible Nierentransplantation durchgeführt wurde (Tabelle 9). Dessen CMV 
spezifische Immunantwort wurde sowohl vor und nach Verabreichung von humanen 
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Immunglobulinen (Privigen, Behring 0,35g/kg, hergestellt aus dem Plasma menschlicher 
Spender), sowie nach Transplantation im Verlauf analysiert. 
Potentielle Träger passiver CMV spezifischer Antikörper wurden in der Gruppe der Kinder 
unter 18 Monate, den Nabelschnurblutproben sowie bei dem Hämodialysepatienten 
vermutet. Mütter und Kinder über 18 Monate waren von diesem Verdacht ausgeschlossen 
und dienten in der vorliegenden Studie als Kontrollgruppen. 
In den kooperierenden Abteilungen am Universitätsklinikum des Saarlandes (Klinik für 
Kinder- und Jugendmedizin, Klinik für Frauenheilkunde, Geburtshilfe und 
Reproduktionsmedizin, Klinik für Innere Medizin IV) wurden die Blutentnahmen für diese 
Studie durchgeführt. Die Blutprobengewinnung bei den Kindern erfolgte zusammen mit 
einer Routine-Blutentnahme. Vor jeder Blutentnahme wurden die Probanden/Patienten, 
beziehungsweise deren Erziehungsberechtige ausführlich aufgeklärt und ihr Einverständnis 
schriftlich festgehalten. Vor Beginn der Studie lag das Ethikvotum der Ärztekammer des 
Saarlandes vor (26/07 inclusive Amendment). 
Die im Rahmen der Studie durchgeführten Analysen erfolgten prospektiv. 
3.6 Quantifizierung Antigen spezifischer T-Zellen aus Vollblut 
Die Quantifizierung Antigen spezifischer T-Zellen erfolgt direkt aus dem Vollblut anhand der 
Zytokin-Induktion nach Stimulation mit spezifischen Antigenen. Die durch T-Zell-Stimulation 
erhaltene Zytokin-Induktion wird durch einen spezifischen Stimulus in Kombination mit 
kostimulatorisch wirksamen Antikörpern erreicht, die zu einer Steigerung des spezifischen 
Signals beitragen. Für jede Probandenprobe wird ein kommerziell verfügbares Lysat CMV 
infizierter Fibroblasten (CMV-Antigen), ein entsprechendes Kontroll-Antigen nicht infizierter 
Fibroblasten, welches als Negativkontrolle dient, sowie eine Positivkontrolle als Stimulus 
verwendet. Zur Positivkontrolle wird das zu den Superantigenen gehörende Staphylococcus 
aureus Enterotoxin B (SEB) eingesetzt. SEB bindet direkt an Vβ-Ketten des T-Zellrezeptors 
(TCR) von T-Lymphozyten und gleichzeitig an die MHC II-Moleküle auf Antigen 
präsentierenden Zellen (APCs) und führt als Folge dessen zu einer Antigen unabhängigen 
polyklonalen Stimulation von T-Zellen mit resultierender sehr starker Zytokinproduktion. 
Superantigene sind die potentesten Aktivatoren der menschlichen T-Lymphozyten. Daher ist 
durch diesen Stimulus erkennbar, ob ein Proband grundsätzlich in der Lage ist, eine Reaktion 
zu bilden. Um die spezifisch induzierten Zytokine, die als Reaktion auf die Stimulation 
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gebildet werden, Zell assoziiert analysieren zu können, erfolgt nach 2h die Zugabe von 
Brefeldin A. Brefeldin A interferiert im retrograden Transport vom Golgi-Apparat zum 
Endoplasmatischen Retikulum (ER). Daher kommt es zur Anreicherung von sekretorischen 
Proteinen (zum Beispiel von Interferon-γ oder anderen Zytokinen) im ER, die dann in der 
späteren durchflusszytometrischen Analyse intrazellulär nachgewiesen werden können. 
3.6.1 Antigen spezifische T-Zell-Stimulation im Vollblut 
Alle Konzentrationsangaben zur Stimulation beziehen sich auf 1ml heparinisiertes Vollblut. 
Zunächst wird das benötigte Blutvolumen mit je 1µg/ml kostimulatorischem Antikörper anti-
CD28 und anti-CD49d durchmischt. Anschließend werden pro Stimulation 300µl Blut (Kinder 
<18 Monate) bzw. 450µl Blut (ältere Kinder und Erwachsene) auf je drei Polypropylen-
Röhrchen verteilt. Pro Stimulationsansatz wird das jeweilige Antigen zupipettiert (32 µl/ml 
Ko-Ag; 32 µl/ml CMV-Ag; 2,5 µg/ml SEB). Nach gründlichem Mischen folgt im Brutschrank 
eine 2 stündige Inkubation bei 37°C und 5% CO2 der aufrecht stehenden Röhrchen mit lose 
angeschraubten Deckeln. Nach anschließender Zugabe von 10µg/ml Brefeldin A werden die 
Proben erneut gemischt und weitere 4 Stunden bei 37°C und 5% CO2 aufrecht mit lose 
angeschraubten Deckeln im Brutschrank inkubiert. 
3.6.2 Fixierung der stimulierten Proben 
Um Zell-Zell-Interaktionen zu lösen werden die stimulierten Proben mit 2mM EDTA versetzt, 
10sec auf dem Vortex-Mixer durchmischt und anschließend 15min bei Raumtemperatur (RT) 
inkubiert. Danach werden 9ml Lysing-Lösung pro ml Vollblut hinzugegeben und kurz 
gemischt, um Erythrozyten zu lysieren und Leukozyten zu fixieren. Nach 10 minütiger 
Inkubation erfolgt eine Zentrifugation der Proben für 7min bei 1300 Umdrehungen pro 
Minute (U/min). Anschließend wird der Überstand abgesaugt und das Zellpellet durch 
kräftiges Bewegen des Polypropylen-Röhrchens auf einem Metallgitter von der Gefäßwand 
gelöst und in 2ml FACS-Puffer resuspendiert (Waschschritt). Die Proben werden erneut 7min 
bei 1300U/min zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes wird das Zellpellet wiederum 
gelöst, in 400µl FACS-Puffer aufgenommen und bis zur durchflusszytometrischen Färbung 
(max. 72h später) bei 4°C im Kühlschrank gelagert. 
3.6.3 Durchflusszytometrische Färbung mit Fluorochrom gekoppelten Antikörpern 
Um eine homogene Zellsuspension zu erreichen, werden die Proben kurz durchmischt. In der 
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vorliegenden Studie wurden pro Stimulationsansatz zwei Färbungen durchgeführt. Generell 
werden pro Färbung 200µl Zellsuspension auf die FACS Röhrchen verteilt und durch Zugabe 
von 2ml Saponin-Puffer permeabilisiert. Nach 10 minütiger Inkubation bei RT wird der 
Ansatz 7min bei 1300U/min zentrifugiert. Der Überstand wird abgesaugt und pro Probe 50µl 
der entsprechenden Antikörper-Mischung hinzupipettiert. Zunächst werden die Zellen nach 
CMV spezifischer Stimulation sowie Negativ- und Positivkontrolle mit Antikörpern gegen CD4, 
CD69, IL-2, IFN-γ und TNF-α markiert (s. Tabelle 10, Färbung 1). Bei den Probanden, die in 
der daraus resultierenden Messung mehr als 0,03% CMV spezifische Zellen (definiert als 
Anteil IFN-γ+/CD69+ Zellen an Gesamt-CD4+ T-Zellen) aufweisen und bei allen SEB-
Stimulationsansätzen, werden zusätzlich 200µl Zellsuspension mit einem Antikörpermix aus 
anti-CD4-, anti-CD69-, anti-IL-4- und anti-IL-17-Antikörpern gefärbt (s. Tabelle 10, Färbung 2). 
Nach erneutem Durchmischen werden die Proben 30-45min im Dunkeln bei RT inkubiert, 
anschließend 3ml FACS-Puffer zugegeben und erneut 7min bei 1300U/min zentrifugiert. Der 
Überstand wird erneut abgesaugt. Danach werden jeweils 150µl 1% PFA hinzugefügt, 
gemischt und die Proben bis zur durchflusszytometrischen Messung bei 4°C maximal 24 
Stunden gelagert. 
Tabelle 10: Färbeansätze (Färbung 1 und Färbung 2) 
Komponenten Färbung 1 Fluorochrom Menge [µl] 
anti-CD4 Antikörper Pe-Cy7 0,5 
anti-CD69 Antikörper PerCP 2 
anti-IL-2 Antikörper PE 2 
anti-IFN-γ Antikörper FITC 0,5 
anti-TNF-α Antikörper APC 0,15 
Saponin 5%  1 
FACS Puffer  43,85 
Gesamt   50 
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Komponenten Färbung 2 Fluorochrom Menge [µl] 
anti-CD4 Antikörper Pe-Cy7 0,5 
anti-CD69 Antikörper PerCP 2 
anti-IL-4 Antikörper PE 2 
anti-IL-17 Antikörper AlexaFluor647 2,5 
Saponin 5%   1 
FACS Puffer   42 
Gesamt   50 
3.7 Durchflusszytometrie/FACS 
Die englische Bezeichnung für Durchflusszytometrie lautet fluorescence-activated cell 
sorting, abgekürzt FACS. Mit ihrer Hilfe kann man Zellen charakterisieren, sowohl quantitativ 
als auch qualitativ. In der vorliegenden Arbeit werden Zellen aus Vollblut stimuliert, fixiert 
und anschließend gefärbt. Nach dieser Vorarbeit werden die Zellen dem 
Durchflusszytometer präsentiert. Dieses saugt die angebotene Zellsuspension mittels eines 
Stahlröhrchens an. Im Innern des Geräts wird die angesaugte Suspension mit einem 
gewissen Druck durch eine Kapillare gepresst, sodass ein Strom von einzelnen Zellen 
entsteht. Den Messbereich müssen die Zellen vereinzelt durchströmen, denn hier treffen 
verschiedene Laserstrahlen die Zellen, wodurch es an der Zelle zu einer Streuung des 
auftreffenden Lichts kommt. Die Größe der Zellen wirkt sich auf das Vorwärtsstreulicht (FSC 
= Forward Scatter) aus. Die Komplexität der Zelle (Größe und Struktur des Zellkerns, Menge 
der Vesikel) hat Auswirkungen auf das Seitwärtsstreulicht (SSC = Side Scatter). Mit der 
Streulicht-Analyse (FSC, SSC) können ungefärbte Zellen gut voneinander unterschieden 
werden. Zellbruchstücke zeigen eine geringe Vorwärtsstreuung, weil sie kleiner sind als 
erhaltene Zellen und können so leicht abgegrenzt werden. Große raue Granulozyten, die in 
ihrem Inneren viele Vesikel aufweisen, führen zu einer anderen Lichtstreuung als die kleinen 
glatten Lymphozyten, die wenige Vesikel besitzen. Wenn Zellen Fluorochrom gekoppelte 
Antikörper gebunden haben, kommt es neben der Streuung des auftreffenden Lichts zu 
einer Aussendung von Fluoreszenzimpulsen. Eine genaue Identifizierung von Lymphozyten 
erfolgt im Rahmen dieser Arbeit über Fluorochrom gekoppelte Antikörper, die gegen 
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spezifische Marker dieser Zellpopulation gerichtet sind. Die in der vorliegenden Arbeit 
verwendeten Antikörper sind in Tabelle 6 aufgelistet.  
Wenn eine mit Fluorochrom gekoppeltem Antikörper beladene Zelle den Messbereich des 
Durchflusszytometers durchströmt, werden die Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch 
das Anregungslicht auf ein höheres Energieniveau gehoben. Das Emissionslicht wird 
ausgesendet, wenn die Elektronen daraufhin auf ihr ursprüngliches Energieniveau 
zurückfallen. Photodetektoren erfassen dieses Emissionslicht, der Computer analysiert die 
Information. Zelltyp spezifische Marker gegen die Fluorochrom gekoppelte Antikörper 
gerichtet sind, können membranständige Rezeptoren wieCD4 oder CD8 oder intrazelluläre 
Zytokine sein. Bestandteile aus dem Zellinneren können natürlich erst nach 
Permeabilisierung der Zellmembran charakterisiert werden. Bei der Interpretation 
ausschlaggebend ist der Anteil der Zellmarker auf oder in der T-Zelle, als auch die 
Expressionsdichte in beiden Bereichen. Die verwendeten Fluorochrome besitzen zum Teil 
gleiche Anregungswellenlängen aber unterschiedliche Emissionswellenlängen. Ein Laser 
reicht aus um unter Verwendung von verschiedenen Fluorochrom gekoppelten Antikörpern 
mehrere Zelleigenschaften zu analysieren. Mehrere Laser mit verschiedenen 
Anregungswellenlängen, wie es für moderne FACS-Geräte üblich ist, erlauben eine noch 
detailliertere Zell-Analyse. Tabelle 11 listet die in dieser Arbeit verwendeten Fluorochrome 
mit ihren im Laboralltag verwendeten Abkürzungen auf. 
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Tabelle 11: Anregungs- und Emissionswellenlängen der in dieser Arbeit verwendeten Fluorochrome 
 Fluorochrom Wellenlänge (nm) 
Kurzbezeichnung Name Anregung Emission 
AlexaFluor 647  650 668 
APC 
Allophycocyanin 
650 660 
FITC 
Fluoresceinisothiocyanat 
494 520 
PE 
Phycoerythrin 
496 578 
PE-Cy7 
Phycoerythrin Cyanin 7 
496 785 
PerCP Peridinin Chlorophyll Protein 482 678 
Die Auswertung der erhobenen Parameter erfolgte mit der BD FACS Diva Software. Zur 
Darstellung mehrerer Parameter pro Zelle dienen Standardpunktdiagramme (Dotplots), die 
gemäß ihrer zwei Achsen zwei unterschiedliche Zellmarker darstellen. In Dotplots wird für 
jede Zelle ein Punkt gesetzt. Mit einer Auswertstrategie ist es möglich die einzelnen Dotplots 
in ihrer Darstellung miteinander zu verknüpfen und in eine Hierarchie einzubauen (MURPHY 
et al., 2009). 
3.7.1 Messung und Auswertung am Durchflusszytometer 
Die Proben wurden im Durchflusszytometer FACS Canto II gemessen. Dabei wurden pro 
Probe 10000-50000 CD4+ T-Zellen erfasst. Die anschließende Auswertung der erhaltenen 
Daten erfolgte mit der FACS Diva Software (Version 6.1.3) unter Anwendung verschieden 
erstellter Strategien (Abbildung 2). Die gemessenen Leukozyten kann man zunächst über den 
Vorwärts- und Seitwärts-Scatter in Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten unterteilen. 
In der vorliegenden Arbeit werden CMV spezifische CD4+ T-Zellen als IFN-γ/CD69 doppelt 
positiv definiert. Probanden ab einer Frequenz von 0,03% CMV spezifischer Zellen werden 
als CMV positiv angesehen. Die CMV spezifischen CD4+ T-Zellen (IFN-γ+/CD69+) wurden mit 
Hilfe der in Abbildung 2 dargestellten Strategie auf ihre Fähigkeit zur Produktion der 
Zytokine IL-2 und TNF-α untersucht. Die Expression der Zytokine IL-2 und TNF-α wurde auch 
in CD69+/IFN-y-(negativen) CD4+ T-Zellen untersucht, sodass abschließend ermittelt werden 
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konnte, wie viele CD4+ T-Zellen alle drei Zytokine, zwei Zytokine oder lediglich eines der 
Zytokine exprimieren. 
 
Abbildung 2. Auswertstrategie der durchflusszytometrischen Analyse der intrazellulären IFN-γ-, IL-2- und 
TNF-α-Färbung. Bei der Lymphozytenpopulation beginnend werden die CD69, IFN-γ positiven CD4
+ 
T-Zellen 
sowie die IFN-γ negativen CD4
+
 T-Zellen so aufgeteilt, dass diese Subpopulationen separat voneinander 
bezüglich ihres TNF-α- und IL-2-Signals analysiert werden können. (FSC: Vorwärtsscatter; SSC: Seitwärtsscatter). 
Die Gatingstrategie wurde von (SCHUB, 2011) übernommen. 
Die Auswert-Strategie zu Färbung 2 (s. Tabelle 10) ist in Abbildung 3 dargestellt. Dabei 
werden ausgehend von den Lymphozyten CD4+ T-Zellen zur weiteren Analyse eingegrenzt. In 
Analogie zu Färbung 1 wird untersucht, ob sich unter den aktivierten (CD69 positiven) CD4+ 
T-Zellen eine IL-4- und/oder IL-17-Produktion detektieren lässt. 
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Abbildung 3. Auswertstrategie zur durchflusszytometrischen Analyse der intrazellulären IL-4- und IL-17-
Färbung CD4
+
 T-Zellen nach Antigen spezifischer Stimulation. Ausgehend von der Lymphozytenpopulation 
werden alle CD4 positiven T-Zellen bezüglich ihrer IL-4-Produktion und ihrer IL-17-Produktion untersucht. 
Außerdem ist die IL-4- gegen die IL-17-Produktion aufgetragen. (FSC: Vorwärtsscatter; SSC: Seitwärtsscatter). 
3.8 Quantitativer Anti-CMV-IgG-ELISA 
Mit einem enzyme-linked immunosorbent assay können in Serumproben befindliche 
Antikörper detektiert werden. Dazu macht sich der ELISA den Mechanismus der Antigen-
Antikörper-Reaktion zu Nutze. Auf dem Boden einer Mikrotiterplatte haften Virusantigene, 
an die im Serum vorhandene Antikörper spezifisch binden. Die gebundene Antikörperklasse 
wiederum (hier Immunglobulin G (IgG)) wird durch anschließend zugegebene Enzym 
gekoppelte Anti-Human-Antikörper gebunden. Wenn diesem gebundenen Enzym 
gekoppelten Antikörper ein Enzymsubstrat zur Verfügung gestellt wird, kommt es zu einer 
Enzym katalysierten Reaktion (Farbumschlag), mit der der Serumantikörper nachgewiesen 
werden kann. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Anti-CMV-ELISA von Euroimmun 
weist anti-CMV spezifische IgGs mit Peroxidase markierten Anti-Human-IgGs nach. Eine 
zunächst farblose Chromogen/Substrat-Lösung wird von der Peroxidase in eine blaufarbene 
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Lösung umgewandelt. Die abschließende Zugabe einer Stopplösung führt zu einer 
Umwandlung in eine gelbe Lösung, die im Photometer gemessen wird (MURPHY et al., 2009). 
3.8.1 Durchführung des quantitativen Anti-CMV-IgG-ELISA 
Heparinisiertes Vollblut wird 10min bei 3000U/min zentrifugiert. Um das gewonnene Serum 
über einen längeren Zeitraum lagern zu können, wurden die Proben bei -20°C eingefroren. 
Zur Durchführung des ELISA müssen die Serumproben wieder aufgetaut werden. Es werden 
10µl der jeweiligen Serumprobe mit 1000µl Probenpuffer verdünnt. Jeweils 100µl Kalibrator, 
Positiv-, Negativkontrolle und verdünnte Probe wird in die Reagenzgefäße einer 
Mikrotiterplatte überführt. Diese sind mit CMV-Antigen beschichtet. Die Mikrotiterplatte 
wird so 30min bei RT inkubiert. Danach werden die Reagenzgefäße entleert und mit jeweils 
300µl gebrauchsfertigem Waschpuffer versehen. Nach nur 30-60sec wird der Waschpuffer 
entfernt. Dieser Waschschritt wird dreimal durchgeführt. Damit keine Waschpufferreste auf 
der Mikrotiterplatte haften bleiben, wird sie ausgeklopft. Je 100µl Peroxidase markiertes 
Anti-Human-IgG vom Kaninchen (Enzymkonjugat) wird in die Reagenzgefäße pipettiert und 
30min bei RT inkubiert. Danach wird die Mikrotiterplatte erneut dreimal gewaschen. Nun 
werden jeweils 100µl Trimethylbenzidin/H2O2 (Chromogen/Substrat-Lösung) den 
Reagenzgefäßen hinzugesetzt und 15min bei RT inkubiert. Zum Schluss müssen jeweils 100µl 
0,5M Schwefelsäure (Stopplösung) auf die Mikrotiterplatte gegeben werden. Die Messung 
der Proben soll innerhalb von 30min nach Abstoppen erfolgen. 
3.8.2 Messung und Auswertung am multifunktionellen Plattenleser 
Die Messungen erfolgen mit einer Wellenlänge von 450nm im multifunktionellen 
Plattenleser Victor X4. Die Referenzwellenlänge liegt dabei zwischen 620nm und 650nm. Mit 
der WorkOut Software Version 2.5 erfolgt die Auswertung der erhobenen Daten. 
3.9 CMV-DNA-Analyse 
Die CMV-DNA des Patienten nach Transplantation wurde im Rahmen der klinischen 
Routinediagnostik im Institut für Virologie mittels quantitativer Polymerase Kettenreaktion 
(PCR) bestimmt (Cobas Amplicor, Roche Diagnostics, Mannheim). Das klinisch relevante 
Detektionslimit betrug 400 Kopien/ml. 
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3.10 Statistische Analysen 
Mit dem GraphPad Prism-Programm 5.03 wurden die erhobenen Daten der vorliegenden 
Studie statistisch ausgewertet. Der Mann Whitney Test wurde für den Vergleich zweier 
Gruppen ungepaarter nicht parametrischer Werte verwendet. Der Kruskal-Wallis-Test mit 
Dunn´s Post-Test wurde für den Vergleich von mehr als zwei Gruppen ungepaarter nicht 
parametrischer Werte herangezogen. Der Spearman-Test diente der Korrelationsanalyse. Die 
Analyse der Übereinstimmung zwischen Serologie und T-Zellen erfolgte mittels Kappa-
Statistik (LANDIS, KOCH, 1977). Alle p-Werte <0,05 werden als signifikant angesehen. 
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4. Ergebnisse 
4.1 Nachweis CMV spezifischer CD4+ T-Zellen bei CMV seropositiven Probanden ohne 
passive Antikörpertiter 
Zunächst wurde die Methodik zum Nachweis CMV spezifischer CD4+ T-Zellen bei Müttern 
und über 18 Monate alten Kindern mit bekanntem IgG-Serostatus evaluiert. Diese 
Altersgrenze wurde gewählt, da ab einem Alter von 18 Monaten keine passiven mütterlichen 
Antikörper mehr zu erwarten sind (KOTTON et al., 2010). Hierzu wurde heparinisiertes 
Vollblut mit CMV-Antigen versetzt und über einen Zeitraum von 6 Stunden stimuliert. CMV 
spezifische Zellen wurden als CD69/IFN-γ doppelt positive CD4+ T-Zellen charakterisiert. 
Parallel wurde jeweils der CMV-IgG-Serostatus mittels ELISA bestimmt. Eine Stimulation mit 
Kontroll-Antigen diente als Negativkontrolle. Zur Ermittlung der Frequenzen CMV 
spezifischer CD4+ T-Zellen wurde die Frequenz reaktiver T-Zellen in der Negativkontrolle 
jeweils von der Frequenz nach spezifischer Stimulation subtrahiert. Eine Stimulation mit 
Staphylococcus aureus Enterotoxin B (SEB) diente als Positivkontrolle, die eine Beurteilung 
der generellen Immunreaktivität erlaubte. Repräsentative Beispiele eines 17-jährigen CMV 
seropositiven Kindes und einer CMV seropositiven Mutter sind in Abbildung 4A dargestellt, 
bei denen 0,43% und 1,05% CMV spezifische CD4+ T-Zellen nachweisbar waren. Abbildung 
4B zeigt das Beispiel eines 8-jährigen CMV seronegativen Kindes und einer CMV 
seronegativen Mutter, bei denen keine CMV spezifischen CD4+ T-Zellen detektierbar waren. 
Die deutliche Reaktion auf SEB zeigt jedoch, dass die Zellen beider Probanden grundsätzlich 
zur Zytokinproduktion in der Lage waren. 
4.2 Deutliche Übereinstimmung des T-Zell-Tests mit dem Nachweis CMV spezifischer 
IgG-Antikörper bei Probanden ohne passive humorale Immunität 
Im Folgenden wurden größere Kollektive an Probanden analysiert, um die Aussagekraft der 
CMV spezifischen T-Zell-Messung mit der Serologie zur Bestimmung des CMV-
Infektionsstatus zu vergleichen. Hierzu wurden zunächst 59 Erwachsene (Mütter) und 109 
Kinder über 18 Monate herangezogen, da in diesen Gruppen keine passive 
Antikörperimmunität zu erwarten war.  
41 
 
Abbildung 4. Nachweis CMV spezifischer CD4
+
 T-Zellen bei CMV seropositiven Probanden. Die dargestellten 
Ergebnisse stehen stellvertretend für 109 Kinder über 18 Monate und 59 Erwachsene (Mütter), bei denen ein 
passiv positiver Antikörperstatus nicht zu erwarten war. Die Ergebnisse der Vollblutstimulation mit Kontroll-
Antigen, CMV-Antigen und Staphylokokkus aureus Enterotoxin B (SEB) bei (A) CMV seropositiven Probanden 
und (B) CMV seronegativen Probanden sind als Dotplots dargestellt. CMV spezifische CD4
+
 T-Zellen waren 
lediglich bei seropositiven Probanden nachweisbar. Die Prozentangaben in den Dotplots zeigen die Frequenzen 
der CD69/IFN-γ doppelt positiven CD4
+
 T-Zellen an. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu dieser 
Arbeit (RITTER et al., 2013).  
Beim qualitativen Vergleich beider Methoden zeigte sich in beiden Kollektiven eine hohe 
Übereinstimmung (Abbildung 5). Unter den Kindern wiesen 24 (22,0%) sowohl CMV 
spezifische IgG als auch T-Zellen auf, während 85 (78,0%) übereinstimmend in beiden 
Testverfahren negative Ergebnisse zeigten. Diskordante Ergebnisse traten nicht auf 
(Abbildung 5A, Κ=1,0; 100% Sensitivität, 100% Spezifität). Auch unter den Müttern war eine 
sehr deutliche Übereinstimmung in den Ergebnissen beider Testverfahren zu verzeichnen. 
Verglichen mit Kindern waren Mütter zu einem höheren Prozentsatz serologisch positiv 
(51,7%, Abbildung 5B) und in allen Proben CMV seropositiver Mütter konnten auch CMV 
spezifische T-Zellen nachgewiesen werden. Interessanterweise wiesen zwei Mütter klar 
detektierbare CMV spezifische T-Zellen auf, obwohl die jeweiligen CMV-IgG-Titer unter der 
Nachweisgrenze lagen. Folglich weist die etablierte serologische Testung in der Gruppe der 
Mütter eine Sensitivität von 100% und eine Spezifität von 92,9% auf (Κ=0,93, Abbildung 5B). 
Im Folgenden wurde ebenfalls eine quantitative Analyse CMV spezifischer CD4+ T-Zell-
Frequenzen bei Müttern und Kindern in Abhängigkeit des Serostatus vorgenommen 
(Abbildung 5C). Hierbei lagen die Frequenzen CMV spezifischer T-Zellen bei allen CMV 
seropositiven Kindern über der Nachweisgrenze, der Median der Frequenzen bei Kindern 
war jedoch signifikant geringer (0,38%; Interquartilbereich (IQR) 1,50%) als der der Mütter 
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(0,95%; IQR 1,51%; p=0,005; Abbildung 5C). Bei den CMV-IgG negativen Probanden lagen die 
Frequenzen bei allen Kindern (n=85) und 26/28 Müttern unterhalb der Nachweisgrenze. 
Interessanterweise waren die Frequenzen CMV spezifischer T-Zellen bei den beiden Müttern 
mit negativem IgG-Status geringer als die der CMV-IgG positiven Mütter (Abbildung 5C, 0,10% 
beziehungsweise 0,23%). Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass CMV spezifische T-
Zellen in ähnlicher Weise wie die Serologie zur Bestimmung des CMV-Infektionsstatus 
herangezogen werden können. Der Nachweis CMV spezifischer T-Zellen bei 2 von 28 
seronegativen Müttern könnte sogar auf eine höhere Sensitivität des T-Zell-Tests zur 
Diagnose eines positiven CMV-Infektionsstatus hinweisen. 
 
Abbildung 5. Kongruente Ergebnisse zwischen Serologie und T-Zell-Test bei Probanden ohne passive 
Immunität. CMV-Status-Analyse durch den Vergleich zwischen Serologie und T-Zell-Test bei (A) Kindern über 
18 Monaten und (B) Erwachsenen (Mütter). In beiden Gruppen war eine passive Immunität unwahrscheinlich. 
(C) Jedes Symbol steht für einen Probanden, die Linien bilden die medianen Frequenzen der CMV spezifischen 
CD4
+
 T-Zellen ab. Ergebnisse über 0,03% CMV spezifischer CD4
+
 T-Zellen wurden positiv bewertet. Die Probe 
einer seronegativen Mutter mit einer überschießenden Reaktivität in der Negativ-Kontrolle wurde aus dieser 
Analyse ausgeschlossen, da der T-Zell-Status nicht eindeutig bestimmbar war. Abbildung reproduziert aus 
Originalpublikation zu dieser Arbeit (RITTER et al., 2013). 
4.3 Kein Nachweis CMV spezifischer CD4+ T-Zellen in Nabelschnurblut reifer, gesunder 
Neugeborener 
Da anzunehmen ist, dass sich CMV spezifische T-Zellen bei gesunden Neugeborenen erst im 
Verlauf nach Geburt im Zuge eines CMV-Erstkontaktes entwickeln, sollten bei Neugeborenen 
allenfalls passiv transferierte Antikörper der Mutter, nicht jedoch CMV spezifische T-Zellen 
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nachweisbar sein. Daher wurden im Folgenden 29 Nabelschnurblutproben als weitere 
Kontrollen für eine Gruppe von Kindern untersucht, bei denen keine CMV spezifische T-
Zellen zu erwarten sind. Hierzu wurden die Ergebnisse mit dem Serostatus der zugehörigen 
Mütter (n=28, davon eine Zwillingsmutter) verglichen. Wie erwartet konnten in keiner der 
Nabelschnurblutproben CMV spezifischen T-Zellen detektiert werden (Abbildung 6). Um 
herauszufinden, ob unter diesen T-Zell negativen Nabelschnurproben auch Träger eines 
passiven Antikörpertiters gegen CMV vorhanden sind, wurde zusätzlich der Serostatus 
untersucht. Elf der 29 untersuchten Nabelschnurproben zeigten CMV spezifische IgG 
(Abbildung 6A), die ausnahmslos bei CMV seropositiven Müttern zu finden waren. Es zeigte 
sich weiterhin, dass es keine seropositive Mutter gab, bei der der Titer passiv übertragener 
CMV spezifische IgG im zugehörigen Kind unter der Nachweisgrenze lag. Folglich zeigten alle 
Mütter-Nabelschnur-Paare denselben Serostatus (Abbildung 6B). Dies zeigt, dass ein 
existierender mütterlicher CMV-IgG-Antikörpertiter in allen Fällen auf das Kind übertragen 
wurde, sodass bei allen Kindern CMV seropositiver Mütter unmittelbar nach Geburt von 
einem passiven Antikörpertiter auszugehen ist. 
 
Abbildung 6. In Nabelschnurblutproben gesunder Neugeborener konnten keine CMV spezifischen CD4
+
 T-
Zellen nachgewiesen werden. (A) Vergleichende Analyse zwischen CMV spezifischer humoraler und zellulärer 
Immunität bei Neugeborenen (Nabelschnurblut). (B) Vergleich der Serologie zwischen Neugeborenen 
(Nabelschnurblut) und dazu gehörenden Müttern. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu dieser 
Arbeit (RITTER et al., 2013). 
4.4 CMV spezifische CD4+ T-Zellen lassen bei seropositiven Kindern unter 18 Monaten 
einen tatsächlich positiven CMV-Status erkennen 
Im Folgenden wurden Kinder unter 18 Monaten rekrutiert, bei denen der tatsächliche CMV-
Status aufgrund der potentiell passiven mütterlichen Immunität nicht eindeutig zu 
bestimmen ist. Hierzu wurden insgesamt 30 Kinder unter 18 Monate vergleichend auf CMV 
spezifische T-Zellen und Antikörper getestet (Abbildung 7). 17 Kinder (56,7%) waren 
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seronegativ und keines dieser Kinder wies CMV spezifische T-Zellen auf. Bei 13 Kindern 
konnte ein positives serologisches Ergebnis detektiert werden. Von diesen 13 Kindern waren 
bereits in acht Fällen (61,5%) schon CMV spezifische T-Zellen nachweisbar. Demgegenüber 
waren bei 5/13 serologisch positiven Kindern keine CMV spezifischen T-Zellen messbar, was 
auf das Vorliegen einer passiven Immunität schließen lässt (Abbildung 7A). 
Originalmessungen eines dieser Kinder (1,1 Monate) sowie der zugehörigen Mutter (Alter 
24,7 Jahre) sind repräsentativ für alle fünf Kinder mit passiv mütterlichem Antikörpertiter in 
einer Dotplot-Darstellung visualisiert (Abbildung 7B). Diese zeigt deutlich, dass die Mutter 
CMV spezifische CD4+ T-Zellen aufweist, während dies beim Kind nicht der Fall ist. Eine 
generell eingeschränkte Immunreaktivität bei dem Kind ist auszuschließen, da nach 
Stimulation mit SEB eine deutliche T-Zell-Reaktion messbar war (Abbildung 7B). Weiterhin ist 
beispielhaft ein serologisch positives Mutter-Kind-Paar dargestellt, bei dem sowohl bei dem 
9,7 Monate alten Kind als auch bei der Mutter (26,8 Jahre) CMV spezifische T-Zellen messbar 
waren (Abbildung 7C). Interessanterweise waren seropositive Kinder, die bereits eine CMV 
spezifische zelluläre Immunantwort aufwiesen, tendenziell etwas älter als seropositive, bei 
denen keine CMV spezifische T-Zell-Antwort nachweisbar war (0,81±0,60 vs. 0,56±0,68 
Jahre); wenngleich der Unterschied nicht statistisch signifikant war (p=0,50), passt diese 
Beobachtung zu der Tatsache, dass eine CMV-Infektion mit zunehmendem Lebensalter 
wahrscheinlicher wird. 
4.5 IFN-γ ist in allen Altersgruppen das beste Readout-Zytokin bei der CMV spezifischen 
CD4+ T-Zell-Analyse 
Die bisher vorgestellten Ergebnisse charakterisieren CMV spezifische CD4+ T-Zellen über den 
Nachweis der IFN-γ-Produktion in aktivierten CD69 positiven Zellen. Probanden, die nach 
CMV spezifischer Stimulation keine CD69/IFN-γ positiven Zellen aufwiesen, wurden 
hinsichtlich des T-Zell-Status als CMV negativ eingestuft. Neben der CMV spezifischen 
Stimulation diente die polyklonale Stimulation mit SEB dem Nachweis, dass CMV negative 
Probanden grundsätzlich in der Lage waren, CD69/IFN-γ positive Zellen zu bilden. Bei den 
meisten Nabelschnurproben und einigen Kindern unter 18 Monaten lag nach polyklonaler 
Stimulation mit SEB jedoch ebenfalls keine IFN-γ-Produktion vor. Diese Beobachtungen 
ließen daher den Verdacht aufkommen, dass Zellen von Probanden der jungen Altersgruppe 
eine generell eingeschränkte Fähigkeit zur Zytokinproduktion aufweisen.  
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Abbildung 7. Bei potentiell bestehender passiver mütterlicher Immunität (Kinder unter 18 Monate) kann der 
CMV-Infektionsstatus durch Analyse CMV spezifischer CD4
+
 T-Zellen bestimmt werden. (A) Vergleichende 
Analyse zwischen humoraler und zellulärer Immunität bei Kindern unter 18 Monaten. (B) Stellvertretendes 
Beispiel eines Kindes unter 18 Monate mit vermuteter passiver Immunität (seropositiv, T-Zell negativ) und 
seiner serologisch sowie T-Zell positiven Mutter. (C) Stellvertretendes Beispiel eines Kindes (unter 18 Monate) 
und seiner Mutter, die beide serologisch und T-Zell positiv sind. Die Prozentangaben in den Dotplots beziffern 
die Frequenzen der CD69/IFN-γ doppelt positiven CD4
+
 T-Zellen. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation 
zu dieser Arbeit (RITTER et al., 2013). 
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Daraufhin analysierten wir, inwieweit nach CMV spezifischer Stimulation andere Zytokine 
wie TNF-α, IL-2, IL-4 und IL-17 induziert werden. Neben TH1-Zellen werden dadurch auch 
TH2- und TH17-Zellen erfasst. Es sollte untersucht werden, ob die zusätzliche Analyse dieser 
Zytokine besonders in der jungen Altersgruppe zu einem Anstieg der Sensitivität des über 
IFN-γ definierten T-Zell-Tests führen kann. Abbildung 8 stellt die Ergebnisse dieser CMV 
spezifischen Zytokinanalyse grafisch in den verschiedenen Altersgruppen dar. Es zeigt sich, 
dass die Probanden, die nach CMV spezifischer Stimulation IFN-γ produzieren, auch in den 
meisten Fällen ein positives Ergebnis für TNF-α und IL-2 (TH1-Zytokine) aufweisen 
(Abbildung 8B). Demgegenüber war in der Gruppe derer, die kein IFN-γ produzieren, auch 
keine starke Produktion von TNF-α und IL-2 nachweisbar (Abbildung 8A, 25 von 27 Müttern 
und 83 von 85 Kindern). Folglich bietet weder TNF-α noch IL-2 eine zusätzliche, von IFN-γ 
unabhängige Evidenz für eine Präsenz CMV spezifischer T-Zellen bei Probanden, die keine 
IFN-γ-Produktion aufweisen (Abbildung 8B). IFN-γ scheint daher in allen Altersgruppen ein 
sehr gutes Readout-Zytokin zur Identifizierung CMV spezifischer T-Zellen zu sein. Nach CMV 
spezifischer Stimulation zeigte eine qualitative Analyse von dreifach (IFN-γ, IL-2, TNF-α), 
zweifach und einfach Zytokin positiven Zellen, dass die CMV spezifische T-Zell-Antwort in 
allen Altersgruppen durch IFN-γ dominiert wird (Abbildung 8C, schwarze Balken). 
Interessanterweise zeigten CMV reaktive T-Zellen von Kindern unter 18 Monaten, bei denen 
anzunehmen ist, dass die zeitliche Nähe zum CMV-Primärinfekt am größten ist, einen 
geringeren Prozentsatz an multifunktionalen, dreifach positiven und einen gleichzeitig 
höheren Prozentsatz von IFN-γ einfach positiven T-Zellen (Abbildung 8C, rechts unten). 
Weiterhin zeigt ein Vergleich der medianen T-Zell-Frequenzen über die verschiedenen 
Altersgruppen, dass der Anteil Zytokin produzierender CMV spezifischer T-Zellen bei jungen 
Kindern am geringsten ist und mit zunehmendem Alter signifikant ansteigt (Abbildung 8B, 
p=0,0008 für IFN-γ positive T-Zellen). 
In der Gruppe derer, die IFN-γ produzieren, wurde eine CMV spezifische IL-4-Produktion nur 
bei 15 von 32 Müttern, bei 9 von 21 Kindern über 18 Monaten und bei keinem der Kinder 
unter 18 Monaten beobachtet (Daten nicht gezeigt). Eine CMV spezifische IL-17-Produktion 
war generell nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 8. In allen Altersgruppen ist IFN-γ das beste Readout-Zytokin zum Nachweis einer CMV 
spezifischen CD4
+
 T-Zell-Immunität. Dargestellt ist die CMV spezifische Bildung von IFN-γ, TNF-α und IL-2 bei 
Müttern und allen Kindern bis 18 Jahre, die nach CMV spezifischer Stimulation nicht (A) oder mit (B) einer IFN-
γ-Produktion reagieren. Der prozentuale Anteil CMV spezifischer T-Zellen, die IFN-γ, TNF-α oder IL-2 
produzieren, steigt mit zunehmendem Alter an (IFN-γ: p=0,0008, TNF-α: p=0,0003, IL-2: p=0,0001). Jeder Punkt 
repräsentiert einen Studienprobanden, die medianen Frequenzen CMV spezifischer CD4
+
 T-Zellen sind durch 
horizontale Linien dargestellt. (C) Der Zytokin-Vergleich unter CMV reaktiven CD4
+
 T-Zellen offenbart die 
Dominanz IFN-γ positiver T-Zellen (schwarze Balken zeigen die CMV spezifischen Subpopulationen, die eine 
IFN-γ-Produktion mit oder ohne gleichzeitige Generierung von IL-2 und/oder TNF-α aufweisen). Die Daten sind 
als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Von den acht Kindern unter 18 Monaten mit nachweisbarer 
CMV spezifischer Immunität, standen nur sieben für diesen zusätzlichen Zytokinprofiltest zur Verfügung, da von 
einem Kind nicht genügend Blut entnommen werden konnte. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu 
dieser Arbeit (RITTER et al., 2013). 
4.6 Kinder unter 18 Monaten mit CMV spezifischer CD4+ T-Zell-Immunität weisen im 
Vergleich zu T-Zell immunologisch negativen Kindern derselben Altersgruppe 
stärkere polyklonale Reaktionen der TH1- und TH17-Zellen auf 
Um zu analysieren, inwieweit Nabelschnurblutproben oder Proben einiger Kinder unter 18 
Monaten generell in ihrer Reaktivität auf andere Stimuli eingeschränkt sind, wurde die 
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Induktion der Zytokine IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-17 und IL-4 nach polyklonaler Stimulation mit 
SEB analysiert (Abbildung 9). Die Auswertung der T-Zell-Reaktivität erfolgte wie zuvor in den 
verschiedenen Altersgruppen und separat für Probanden, die auf Basis des Nachweises von 
IFN-γ nach CMV spezifischer Stimulation keine CMV spezifischen CD4+ T-Zellen aufwiesen 
(weiße Punkte) und für Probanden, bei denen CMV spezifische T-Zellen nachweisbar waren 
(schwarze Punkte). Unten den Kindern unter 18 Monaten, die nach CMV spezifischer 
Stimulation keine IFN-γ-Produktion zeigten, waren die SEB reaktiven T-Zellen in der Lage 
TNF-α und IL-2 zu bilden, während die SEB induzierte IFN-γ-Produktion in dieser Gruppe 
wesentlich geringer war. Demgegenüber wiesen die Kinder derselben Altersgruppe mit 
nachweisbarer zellulärer Immunität gegen CMV signifikant höhere T-Zell-Frequenzen SEB 
reaktiver Zellen auf. Diese Unterschiede galten nicht nur für IFN-γ, sondern auch für TNF-α, 
IL-2 und IL-17, während keine Frequenzdifferenz für IL-4 produzierende Zellen gefunden 
wurde (Abbildung 9). Bei Kindern über 18 Monaten und Erwachsenen (Mütter) wurde kein 
Unterschied in der Frequenz SEB reaktiver T-Zellen zwischen CMV positiven und negativen 
Probanden gefunden. Diese Beobachtungen lassen schließen, dass eine CMV-Infektion in 
früher Kindheit zur Induktion von TH1- und TH17-Zellen beiträgt, die sich nach polyklonaler 
Stimulation detektieren lässt. 
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Abbildung 9. Neugeborene mit CMV spezifischer CD4
+
 T-Zell Immunität zeigen stärkere polyklonale 
Reaktionen der TH1- und TH17-Zellen. Nach Stimulation mit SEB wurde der prozentuale Anteil von IFN-γ, TNF-
α, IL-2, IL-17 und IL-4 positiven CD4
+
 T-Zellen bei Probanden bestimmt, die eine Reaktion nach einer CMV 
spezifischen Stimulation zeigen (schwarze Punkte), beziehungsweise diese nicht zeigen (Kreise). Jedes Symbol 
stellt einen Probanden, die Linien die medianen Frequenzen dar. Unter den acht Kindern unter 18 Monaten mit 
nachweisbarer CMV spezifischer Immunität, standen nur sieben von acht Proben für die Analyse von TNF-α und 
IL-2 und nur sechs von acht Proben für die Analyse von IL-17 und IL-4 zur Verfügung. Abbildung reproduziert 
aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (RITTER et al., 2013). 
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4.7  „Proof of principle“: Die CMV spezifische CD4+ T-Zell-Immunität erlaubt auch die 
Identifizierung des CMV-Status bei Erwachsenen mit passiver Immunität 
Im Falle der zuvor untersuchten seropositiven Kinder unter 18 Monaten ohne Nachweis CMV 
spezifischer T-Zellen ist von einer passiven mütterlichen Antikörperimmunität auszugehen. 
Im Folgenden wurde ein 40-jähriger ursprünglich CMV seronegativer Hämodialysepatient vor 
und nach AB0 inkompatibler Transplantation einer Niere seiner CMV seropositiven Mutter 
untersucht. Bei diesem Patienten wurde ein passiver Antikörperstatus temporär durch 
therapeutische Gabe von humanen Immunglobulinen induziert. Diese Situation war geeignet, 
um die Bedeutung der CMV spezifischen T-Zellen zur Bestimmung des exakten CMV-Status 
bei Erwachsenen mit passiver Immunität im Setting der Transplantation zu evaluieren. 
Darüber hinaus erlitt der Patient im weiteren Verlauf eine Transplantat assoziierte CMV-
Primärinfektion, wodurch ein tatsächlich positiver CMV-Status erreicht wurde. 
Vor Transplantation erhielt der Organempfänger Rituximab (einmalige Gabe 28 Tage vor 
Transplantation) und eine einmalige Gabe von 0,35g/kg Körpergewicht humanes 
Immunglobulin (30g/86kg, Privigen, Behring, Marburg, Deutschland, einen Tag vor 
Transplantation). Für drei Monate wurde eine Valganciclovirprophylaxe durchgeführt. Das 
immunsuppressive Therapieregime bestand aus Basiliximab, Tacrolimus, Mycopenolat 
mofetile und Steroiden. 
Die Analyse der CMV spezifischen zellulären und humoralen Immunität sowie der CMV-
Viruslast vor und im Verlauf nach Gabe von humanen Immunglobulinen und nach 
Transplantat assoziierter CMV-Primärinfektion ist in Abbildung 10 und Abbildung 11 
zusammengefasst. Originalmessungen charakteristischer Zeitpunkte im Verlauf vor und nach 
Gabe von humanen Immunglobulinen und Primärinfektion sind mittels Dotplots dargestellt 
(Abbildung 10).  
Ursprünglich wies der Patient sowohl in der Serologie als auch im T-Zell-Test ein negatives 
Ergebnis auf (Abbildung 10, #1). Einen Tag nach Gabe von humanen Immunglobulinen war 
eine temporäre Konversion im Antikörperstatus messbar (Abbildung 10, #2, passive 
Immunität), während CMV spezifische T-Zellen erwartungsgemäß unter der Nachweisgrenze 
blieben. Dass in dieser Zeit grundsätzlich eine spezifische T-Zellreaktion nachweisbar ist, 
zeigen die Reaktivitäten der T-Zellen nach SEB-Stimulation. 
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Abbildung 10. Durch die Analyse CMV spezifischer CD4
+
 T-Zellen kann der tatsächliche CMV-Infektionsstatus 
ermittelt werden. Originalmessungen CMV spezifischer T-Zellen eines 40-jährigen zunächst CMV seronegativen 
männlichen Patienten (A) 25 Tage vor und (B) einen Tag nach Infusion von humanen Immunglobulinen 
(Privigen, Behring 0,35g/kg), sowie (C) 10,5 Wochen nach CMV-Primärinfektion durch Nierentransplantation. 
Die 59-jährige Organspenderin wurde vor der Transplantation CMV seropositiv getestet. Die Prozentangaben in 
den Dotplots beziffern die Frequenzen der CD69/IFN-γ doppelt positiven CD4
+
 T-Zellen. Abbildung reproduziert 
aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHMIDT et al., 2012). 
Im weiteren Verlauf erlitt der Patient einen CMV-Primärinfekt (3,25 Monate nach Ende einer 
dreimonatigen Valganciclovir-Prophylaxe), der mit einem Anstieg in der Viruslast auf bis zu 
4000 Kopien/ml assoziiert war (Abbildung 11). Als diagnostisches Zeichen eines tatsächlich 
positiven CMV-Status entwickelte der Patient sowohl eine CMV spezifische zelluläre und – 
leicht verzögert – eine humorale Immunität, die im weiteren Verlauf stabil erhalten blieb 
(Abbildung 10, #3 und Abbildung 11).  
Zusammenfassend bestätigte die fehlende zelluläre Immunität im Sinne eines „proof-of-
principle“ das bekanntermaßen durch passiven Transfer falsch positive Ergebnis der 
serologischen Testung. 
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Abbildung 11. Vergleichende Analyse von CMV spezifischer CD4
+
 T-Zell-Immunität mit der CMV-Serologie bei 
einem Nierentransplantierten mit temporär passiver Immunität und anschließendem CMV-Primärinfekt. 
Gegenübergestellt ist der zeitliche Verlauf der CMV spezifischen zellulären und humoralen Immunität sowie die 
CMV spezifische Viruslast. Nach CMV-Primärinfektion wurden CMV spezifische CD4
+
 T-Zellen vor CMV 
spezifischen Antikörpern der Klasse G nachgewiesen. Die grauen Bereiche stellen den Zeitraum der antiviralen 
Prophylaxe mit Valganciclovir dar. Die mit #1-3 beschrifteten Zeitpunkte beziehen sich auf die Darstellung der 
CMV spezifischen CD4
+
 T-Zell-Immunität in Abbildung 10. Die relativen CMV spezifischen Antikörper-Titer 
wurden gemäß der Herstellerangaben in RE/ml angegeben; die gestrichelte Linie zeigt die Obergrenze für 
negative Ergebnisse an (16 RE/ml). Der klinisch relevante Grenzwert für einen CMV-DNA-Nachweis sind 400 
Kopien/ml. Abbildung reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHMIDT et al., 2012). 
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5. Diskussion 
5.1 Die CMV spezifische CD4+ T-Zell-Analyse zur Demaskierung einer passiven Immunität 
Kinder tragen nach Organtransplantation unter Immunsuppression das gleiche Risiko wie 
erwachsene Transplantatempfänger eine CMV-Primärinfektion oder eine CMV-Reaktivierung 
einer vorbestehenden Infektion zu entwickeln. Das Risiko wird dabei hauptsächlich vom 
CMV-Infektionsstatus des Spenders und des Empfängers bestimmt (KOTTON et al., 2013). 
Vor einer geplanten Transplantation kommt demnach der Bestimmung des CMV-
Infektionsstatus von Transplantat-Spender und -Empfänger eine große Bedeutung für die 
Wahl der therapeutischen Strategie zu. Dazu wird eine CMV spezifische serologische Testung 
der an der Transplantation beteiligten Patienten durchgeführt. Die serologische Analyse ist 
eine in der klinischen Praxis etablierte diagnostische Untersuchung, die allerdings bei jungen 
Kindern aufgrund möglich vorhandener passiver mütterlicher Antikörpertiter zu falsch 
positiven Ergebnissen führen kann. In der vorliegenden Arbeit wurde daher evaluiert, 
inwieweit die Bestimmung der CMV spezifischen zellulären Immunität eine genauere 
diagnostische Methode zur Bestimmung des CMV-Infektionsstatus bei Kindern mit passiver 
Immunität darstellt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sich CMV spezifische CD4+ T-
Zellen grundsätzlich bei Kindern nachweisen lassen und dass die Präsenz CMV spezifischer 
CD4+ T-Zellen bei Kindern über 18 Monaten sehr gut mit dem CMV-Serostatus 
übereinstimmt. Bei seropositiven Kindern unter 18 Monaten, deren Antikörpertiter 
potentiell auf eine passive mütterliche Immunität zurückzuführen sein könnte, zeigte der T-
Zell-Test, dass bereits mehr als 60% dieser Kinder nachweisbare CMV spezifische T-Zellen 
besaßen. Dies lässt schließen, dass bereits die Mehrheit der seropositiven Kinder tatsächlich 
eine eigene spezifische Immunität aufgebaut hat, sodass das Ausmaß der passiven 
Immunität in dieser Altersgruppe bislang vermutlich überschätzt wurde. Die Ergebnisse 
dieser Arbeit weisen zusätzlich darauf hin, dass eine passive Immunität vermutlich lediglich 
bis zu einem Alter von 12, anstatt 18 Monaten angenommen werden sollte. Innerhalb der 13 
seropositiven Kinder unter 18 Monate waren bereits vier Kinder über 12 Monate alt und bei 
allen vier Kindern war bereits eine CMV spezifische zelluläre Immunität nachweisbar. 
Demgegenüber zeigten lediglich vier der neun seropositiven Kinder unter 12 Monaten eine 
nachweisbare CMV spezifische T-Zellantwort, während die Abwesenheit spezifischer T-Zellen 
bei fünf von neun Kindern auf eine passive mütterli
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ähnliche Dynamik der Abnahme mütterlicher Antikörpertiter innerhalb von neun bis elf 
Monaten wurde bereits zuvor bei der humoralen Immunität gegen Masernviren beschrieben 
(LEURIDAN, VAN DAMME, 2007). Vor diesem Hintergrund erscheint die aktualisierte Version 
der internationalen CMV-Konsensus-Empfehlungen sinnvoll, auch im Setting der 
Transplantation lediglich bei seropositiven Kindern unter 12 Monaten eine passive 
Antikörperimmunität anzunehmen (KOTTON et al., 2013), während die Erstversion der 
Guidelines aus dem Jahre 2010 empfahl, bis zu einem Alter von 18 Monaten von der 
Möglichkeit passiver mütterlicher Antikörper auszugehen (KOTTON et al., 2010). In den 
neuesten internationalen Konsensus-Empfehlungen sowie in Empfehlungen deutscher 
Fachgesellschaften werden die Ergebnisse dieser Arbeit bereits als vielversprechende 
Möglichkeit beschrieben, bei Kindern unter 12 Monaten den tatsächlichen CMV-
Infektionsstatus über den Nachweis CMV spezifischer T-Zellen zu ermitteln (KLIEM et al., 
2015; KOTTON et al., 2013). 
Neben der Anwendung bei Kindern könnte die Analyse CMV spezifischer CD4+ T-Zellen 
zukünftig generell in allen klinischen Situationen Anwendung finden, in denen serologische 
Untersuchungsergebnisse keine zuverlässige Einschätzung des CMV-Infektionsstatus 
erlauben. Wenngleich die serologische Bestimmung des CMV-Status in den meisten 
klinischen Situationen bei Erwachsenen eine zuverlässige diagnostische Untersuchung 
darstellt, um den tatsächlichen CMV-Infektionsstatus zu ermitteln, zeigt das Beispiel eines 
CMV seronegativen nierentransplantierten Patienten, bei dem nach einer Antikörper-
Infusion eine passiv erworbene positive CMV-Serologie vorlag, dass der tatsächliche CMV-
Infektionsstatus durch Analyse CMV spezifischer CD4+ T-Zellen auch bei Erwachsenen 
präziser ermittelt werden kann als durch die Serologie (SCHMIDT et al., 2012). Das Konzept 
zur genaueren Bestimmung des CMV-Infektionsstatus durch CMV spezifische T-Zellen bei 
Personen mit passiver Immunität ist in Abbildung 12 zusammengefasst, die einem 
Kommentar zur Publikation dieser Arbeit entnommen wurde (EMERY, 2013). 
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Abbildung 12. Konzept zur Bestimmung des CMV-Infektionsstatus durch CMV spezifische T-Zellen bei 
Personen mit passiver Immunität. Dargestellt ist ein Blutgefäß (braune Struktur) mit CMV spezifischen 
Immunglobulinen (IgG), die entweder mütterlicher (blau) oder kindlicher (rot) Herkunft sind. CD4
+
 T-Zellen sind 
grün und Cytomegalieviren sind mit einem schwarzen Kreuz dargestellt. (A) Bei einem CMV infizierten Kind 
führt die Anwesenheit kindlicher und mütterlicher IgG zu einem positiven Ergebnis im Antikörper-IgG-Assay. 
Zudem kann die Präsenz CMV spezifischer T-Zellen durch die Induktion von Zytokinen nach Stimulation mit 
CMV-Antigenen in vitro nachgewiesen werden (IFN-γ, IL-2 und TNF-α, hier dargestellt als gelbe, blaue und rote 
Punkte). (B) Die Blutprobe eines Kindes, das mütterliche Antikörper (blau), aber keine CMV spezifischen T-
Zellen enthält, wie es bei nicht infizierten Kindern zu erwarten ist, führt zu einem positivem Ergebnis im IgG-
Assay und einem negativen Ergebnis im T-Zell-Test. Das Konzept lässt sich auch auf die Situation einer Person 
mit passiv transfundierter Antikörperimmunität übertragen, bei der passiv transfundierte Antikörper blau und 
autolog gebildete Antikörper rot dargestellt sind. Die Abbildung wurde mit Genehmigung des Verlages (Wiley) 
einem Kommentar von Prof. Vincent Emery zur Publikation dieser Arbeit entnommen (EMERY, 2013). 
5.2 Die Bedeutung der exakteren Bestimmung des CMV-Infektionsstatus für die 
Risikoabschätzung einer CMV-Infektion nach Transplantation 
Generell bestimmt der über die Serologie ermittelte CMV-Infektionsstatus bei Organspender 
und -empfänger das Risiko einer CMV-Reaktivierung oder -Primärinfektion nach 
Transplantation und hat folglich unmittelbare Auswirkungen auf die Wahl der CMV-
Behandlungsstrategie (Tabelle 12). Wenn sowohl Organempfänger als auch -spender CMV 
negativ sind (Fall 1), besteht kein Risiko für eine CMV-Infektion, sodass in dieser 
Konstellation keine CMV präventive Strategie empfohlen wird (KOTTON et al., 2010). Wenn 
hingegen ein CMV negativer Organempfänger ein Organ eines CMV positiven Spenders 
erhält, trägt der Empfänger ein hohes Risiko eine CMV-Infektion zu entwickeln (Fall 2). Daher 
wird in diesem Fall eine drei bis sechs monatige Valganciclovir-Prophylaxe empfohlen 
(KOTTON et al., 2010). Ein moderates Risiko für die Entwicklung einer CMV-Infektion tragen 
CMV positive Organempfänger, die ein Organ eines CMV positiven oder negativen Spenders 
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erhalten (Fall 3 und 4). Bei moderatem Risiko sollte entweder eine drei bis sechs monatige 
Valganciclovir-Prophylaxe oder eine präemptive Therapie durchgeführt werden (KOTTON et 
al., 2010). 
Tabelle 12: Präventive Strategien auf Basis des CMV-Infektionsstatus bei Organempfänger und 
Organspender 
CMV-Status Empfänger negativ positiv 
CMV-Status Spender negativ positiv negativ positiv 
Risiko für CMV-
Komplikationen 
kein Risiko hohes Risiko moderates 
Risiko 
moderates 
Risiko 
präventive Strategien 
(Medikamentenregimeα) 
keine 
Therapie 
Prophylaxe 
(3-6 Monate 
Valganciclovir) 
Prophylaxe 
(3(-6) Monate 
Valganciclovir) 
oder 
präemptive 
Therapie 
(Valganciclovir 
oder i.v. 
Ganciclovir) 
Prophylaxe 
(3(-6) Monate 
Valganciclovir) 
oder 
präemptive 
Therapie 
(Valganciclovir 
oder i.v. 
Ganciclovir) 
Fall 1 2 3 4 
α
aufgeführt sind die gebräuchlichsten Medikamentenregime (für weitere Optionen siehe (KOTTON et al., 
2010)). Tabelle reproduziert aus Originalpublikation zu dieser Arbeit (SCHMIDT et al., 2012). 
Aktuell empfehlen Guidelines aufgrund der Unsicherheiten bei der Interpretation von 
serologischen Testergebnissen bei jungen Kindern, die potentiell Träger einer passiven 
mütterlichen humoralen Immunität sein könnten, im Rahmen von Transplantationen stets 
das höchste CMV-Infektionsrisiko für den Organempfänger anzunehmen (KOTTON et al., 
2013). Das bedeutet, dass serologisch positiv getestete Organspender unter 18 Monaten als 
CMV positiv, serologisch positiv getestete Organempfänger unter 18 Monaten hingegen als 
CMV negativ eingestuft werden sollten. Falsch positive serologische Testergebnisse sind 
dabei nicht nur bei jungen Kindern, sondern auch bei Erwachsenen nach therapeutischer 
Gabe von Antikörperpräparaten möglich. Daher empfehlen Guidelines bei unsicheren 
serologischen Testergebnissen in jeder Altersgruppe von einem positiven CMV-
Infektionsstatus bei Organspendern und von einem negativen CMV-Infektionsstaus bei 
Organempfängern auszugehen (KOTTON et al., 2010). Die Möglichkeit zur exakteren 
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Bestimmung des CMV-Infektionsstatus durch die Analyse CMV spezifischer CD4+ T-Zellen bei 
Kindern und Erwachsenen mit potentiell passiven Antikörpertitern ist daher von 
unmittelbarem praktischen Nutzen. Die CMV spezifische T-Zell-Analyse ermöglicht daher 
durch die exaktere Definition des CMV-Infektionsstatus eine zielgerichtetere Wahl der 
Therapiestrategie, was zusätzlich zur Verminderung von Nebenwirkungen und Kosten einer 
antiviralen Therapie beiträgt.  
Wenn ein falsch positiver, weil passiver Antikörperstatus mittels eines serologischen Assays 
nicht von einem tatsächlich positiven Antikörperstatus unterschieden werden kann, 
resultiert eine inadäquate Einschätzung des CMV-Infektionsrisikos und Zuordnung zu einer 
inadäquaten CMV-Präventions-Strategie. Wie sich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf 
eine Verbesserung der Risikobewertung in solchen Empfänger-Spender-Konstellationen 
auswirken, bei denen ein unklarer CMV-Serostatus vorliegen könnte, ist im Folgenden 
anhand der in Tabelle 12 dargestellten Fälle illustriert. Wenn die Existenz von passiven 
Antikörpertitern nicht sicher ausgeschlossen werden kann, würde ein CMV negativer 
Organempfänger fälschlich als CMV positiv eingestuft werden und in die Risikogruppe mit 
moderat hohem Risiko eingeordnet werden (Tabelle 12, Fall 3 oder4). Sollte in dieser 
Konstellation der Spender des Organs tatsächlich CMV negativ sein, würde der Patient eine 
prophylaktische CMV-Therapie erhalten. Unter Zuhilfenahme der zellulären Diagnostik 
würde jedoch erkannt werden, dass der Organempfänger CMV negativ ist, ein Organ eines 
CMV negativen Spenders bekommt und daher keine präventive CMV-Therapie benötigt. In 
Kombination mit einem tatsächlich CMV positiven Spender könnte der eigentlich CMV 
negative Organempfänger trotz seines sehr hohen Risikos für die Entwicklung einer CMV-
Infektion unter Umständen nur eine präemptive CMV-Therapie erhalten. Ein solcher Fall 
könnte auch zu einer zunehmenden medikamentös induzierten viralen Resistenz führen 
(COUZI et al., 2012). Ein CMV negativer Organempfänger eines falsch klassifizierten CMV 
positiven Organspenders würde ebenfalls in die falsche Risikogruppe eingeordnet werden 
(Fall 2 statt 1). Die serologische Testung allein kann also sowohl zu einer Unterschätzung als 
auch zu einer Überschätzung des tatsächlichen CMV-Infektionsrisikos bei Empfängern und 
Spendern mit passiver Immunität führen.  
Diese Unsicherheiten in der Bewertung der serologischen Testergebnisse bestehen nicht nur 
bei Kindern unter 18 Monaten, sondern auch wenn Organspender oder Organempfänger vor 
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Transplantation Transfusionen von Blutprodukten erhalten, beziehungsweise vor einer 
Transfusion keine serologischen Tests durchgeführt wurden, auf die bei weiteren 
Untersuchungen Bezug genommen werden kann und einen Hinweis auf den tatsächlichen 
CMV-Infektionsstatus geben. Eine Transfusion von Blutprodukten erfolgt zwar nicht im 
Rahmen jeder Transplantation, ist in diesem klinischen Bereich jedoch häufig. Im Rahmen 
von Transplantationen werden Blutprodukte am häufigsten bei Lebertransplantationen 
durchgeführt, gefolgt von Transplantationen des Herzens und der Lunge (TRIULZI, 2002). An 
der Pittsburgh University wurden bei Lebertransplantationen beispielsweise im Mittel 13 
Units „fresh frozen plasma“ im Rahmen eines Primärlebertransplantationsverfahrens 
transfundiert (TRIULZI, 2002). Auch bei Organspendern ist der Prozentsatz von falsch 
positiven Antikörpertitern nach Transfusionen hoch. Falsch positive serologische Ergebnisse 
wurden in über 40% der Fälle gefunden, wenn nach Transfusion Serumproben zur 
Bestimmung des CMV-Serostatus entnommen wurden (PREIKSAITIS et al., 2002). Obwohl 
passive Antikörpertiter im Vergleich zu echten Antikörpertitern häufig niedriger sind, können 
geringere Titer auch bei tatsächlich CMV positiven Patienten vorliegen, die durch 
transfusionsbedingte Hämodilutionseffekte entstanden sind (PREIKSAITIS et al., 2002). 
Guidelines empfehlen grundsätzlich, dass Spender-Empfänger-Konstellationen mit 
unsicheren serologischen Ergebnissen stets der höchsten CMV-Risikogruppe zugeordnet 
werden sollten (KOTTON et al., 2010). Bei Patienten, die multiple Transfusionen erhalten 
haben, sind daher unsichere Ergebnisse in der serologischen Testung ein klinisch relevantes 
Problem. 
5.3 Quantitative und qualitative Charakterisierung CMV spezifischer CD4+ T-Zellen 
Studien zur Analyse CMV spezifischer T-Zellen wurden bisher vorwiegend bei 
immunkompetenten und immungeschwächten Erwachsenen durchgeführt (GILLESPIE et al., 
2000; KHAN et al., 2002; POURGHEYSARI et al., 2007; SESTER et al., 2008a; SESTER et al., 
2001; SESTER et al., 2005; SESTER et al., 2008b). Die CMV spezifische Immunantwort bei 
Kindern ist hingegen nur unzureichend untersucht (APPAY et al., 2002; KOMATSU et al., 2006; 
MILES et al., 2007; TU et al., 2004). Mit der vorliegenden Arbeit wurde dahingehend eine 
Lücke geschlossen.  
Mediane Frequenzen CMV spezifischer CD4+ T-Zellen zeigen bei immungesunden Probanden 
einen altersabhängigen Anstieg um etwa 1-2% (PORTEVIN et al., 2015; POURGHEYSARI et al., 
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2007; SESTER et al., 2001; TU et al., 2004). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass sowohl die 
Frequenz als auch das Funktionsprofil CMV spezifischer T-Zellen bei jungen Kindern mit 
einem erst kürzlich zurückliegenden CMV-Primärinfekt vereinbar sind. CMV spezifische T-
Zell-Frequenzen waren bei jüngeren Kindern am geringsten und stiegen mit zunehmendem 
Alter an. Ähnliches wurde auch bei 13 serologisch positiv getesteten Kindern im Alter von 
1,5-4 Jahren beobachtet, bei denen der Prozentsatz CMV reaktiver CD4+ T-Zellen geringer 
war als bei Erwachsenen (TU et al., 2004). Hinsichtlich der Funktionalität waren bei jüngeren 
Kindern vorwiegend IFN-γ einfach positive T-Zellen zu beobachten, während ältere Kinder 
und Erwachsene eine Dominanz multifunktionaler T-Zellen zeigten. Interessanterweise hat 
die stattgehabte CMV-Infektion bei Kindern unter 18 Monaten auch einen direkten Einfluss 
auf die Gesamtmenge der Effektor-T-Zellen, denn diese Arbeit demonstriert, dass polyklonal 
stimulierbare Effektor-T-Zellen bei den Kindern am höchsten sind, bei denen auch eine 
eigene CMV spezifische Immunität vorliegt. Demgegenüber sind die entsprechenden 
Frequenzen polyklonal aktivierbarer T-Zellen bei Kindern ohne Nachweis einer eigenen CMV 
spezifischen Immunität geringer. Aus dieser Beobachtung könnte schließen, dass der 
Nachweis polyklonaler Effektor-T-Zellen in der frühen Kindheit als Spiegel erster natürlicher 
Auseinandersetzungen mit Pathogenen angesehen werden kann. Die CMV-Infektion scheint 
in dieser Hinsicht zu den ersten Infektionen zu zählen, die in nennenswertem Maße Effektor-
T-Zellen induzieren. Unterschiede in der Frequenz polyklonaler Effektor-T-Zellen zwischen 
CMV negativen und positiven Probanden bestehen bei älteren Kindern und Erwachsenen 
nicht mehr. Bei ihnen ist anzunehmen, dass bereits Immunantworten gegen eine Vielzahl 
von Infektionen und Impfungen über die Zeit akkumulierten, sodass der Einfluss der CMV-
Infektion auf die polyklonale T-Zell-Antwort an Dominanz verliert. 
Bei Kindern unter 18 Monaten könnte das geringe Ausmaß an durchlebten Infektionen auch 
eine wichtige Auswirkung auf die Interpretation von diagnostischen T-Zell-Test-Verfahren 
haben. In den letzten Jahren wurden kommerzielle IFN-γ basierte in vitro Tests zur Detektion 
einer spezifischen zellulären Immunantwort gegen Mycobacterium tuberculosis entwickelt 
(MACK et al., 2009). Die Sekretion von IFN-γ nach Stimulation mit mycobakteriellen 
Antigenen wird bei diesen Tests als Readout-Zytokin verwendet, das über einen ELISA oder 
einen ELISPOT (enzyme-linked immuno spot) zur Identifizierung einer spezifischen 
Immunantwort herangezogen wird (MACK et al., 2009). Wie bei der in dieser Arbeit 
angewandten durchflusszytometrischen Methode wird auch bei IFN-γ release assays (IGRAs) 
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eine polyklonale Stimulation mit Mitogen als Positivkontrolle der generellen T-Zell-
Reaktivität durchgeführt. Ist bei dieser Mitogenstimulation keine Reaktion zu beobachten, so 
ist das Gesamtergebnis bei zusätzlicher Abwesenheit einer T-Zell-Antwort gegen 
mykobakterielle Antigene nicht schlüssig zu interpretieren. Erste Studien zur Anwendung 
dieser Tests bei Kindern liegen bereits vor (BASU ROY et al., 2012; DETJEN et al., 2007; 
KAMPMANN et al., 2009; LIGHTER et al., 2009; MARKOVA et al., 2011), bei denen 
insbesondere bei Kindern unter 5 Jahren eine hoher Anteil unschlüssiger Ergebnisse 
beschrieben wurde, die aufgrund der fehlenden Mitogenreaktion nicht eindeutig als negativ 
einzustufen waren (BERGAMINI et al., 2009; FERRARA et al., 2006; HAUSTEIN et al., 2009). 
Dies bedingt, dass der Wert der IGRAs bei jungen Kindern kontrovers diskutiert wird (DIEL, 
NIENHAUS, 2015; MACK et al., 2009). Da bei Neugeborenen eine Dominanz von TH2-Zellen 
beschrieben wurde (PRENDERGAST et al., 2012), lag die Frage nahe, ob eventuell neben IFN-
γ andere Zytokine als Readout-System bei jungen Kindern geeigneter sind. Im Rahmen dieser 
Arbeit zeigte sich jedoch, dass CMV spezifische T-Zellen zwar auch andere Zytokine wie TNF-
α und IL-2 produzieren können, dass diese Zytokine jedoch nicht besser als IFN-γ geeignet 
sind, eine CMV spezifische T-Zell-Antwort zu detektieren. Eine CMV spezifische IL-4 oder IL-
17 Produktion war nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse lassen 
schließen, dass eine fehlende IFN-γ-Reaktivität nach Antigen spezifischer oder polyklonaler 
Stimulation bei Säuglingen nicht notwendigerweise ein Testversagen darstellt, sondern der 
natürliche Ausdruck einer noch kurzen Infektionsgeschichte ist. Wenn eine Immunschwäche 
als andere Ursache einer fehlenden Reaktivität ausgeschlossen werden kann, kann dies 
vermutlich eher auf einen tatsächlich negativen CMV-Infektionsstatus hinweisen. Mit 
zunehmendem Alter steigt dann die Reaktivität gegen Antigen spezifische oder polyklonale 
Stimuli, die das Ausmaß der Immunantwort gegen eine Vielzahl von Erregern, einschließlich 
CMV widerspiegelt. 
5.4 Vergleich zwischen CMV spezifischer CD4+ T-Zell-Analyse und weiteren Assays zum 
Nachweis einer CMV-Infektion 
Wie schon frühere Studien an Erwachsenen verdeutlichten (SESTER et al., 2003), zeigt die 
vorliegende Arbeit, dass die Analyse CMV spezifischer T-Zellen mit der serologischen Analyse 
vergleichbar oder sogar noch aussagekräftiger in der Definition des tatsächlichen CMV-
Infektionsstatus ist. Dies wird deutlich durch den Umstand, dass CMV spezifische CD4+ T-
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Zellen bei zwei Erwachsenen detektierbar waren, obwohl CMV-IgG-Antikörpertiter bei 
diesen Probanden unterhalb der Nachweisgrenze waren. Dies lässt auf eine höhere 
Sensitivität des T-Zell-Verfahrens schließen, wenngleich die Sensitivität der serologischen 
Antikörperbestimmung durch den zusätzlichen Gebrauch weiterer ELISA-Testverfahren 
erhöht werden kann (LAGROU et al., 2009).  
Bei Patienten mit potentiell passiven Antikörpertitern gibt es neben der serologischen 
Analyse und der T-Zell-Testung noch weitere Assays zum direkten Nachweis einer CMV-
Infektion, die insbesondere bei Immungeschwächten oder Kleinkindern bei Verdacht auf 
CMV-Primärinfekt oder -Reaktivierung angewandt werden. Dazu gehören die Analyse der 
CMV-Viruslast im Urin oder Speichel, sowie die Bewertung der IgM- oder IgG-Avidität bei 
vorhandenen CMV spezifischen Immunglobulinen. Da insbesondere Kleinkinder 
langanhaltend Virus ausscheiden (ADLER, 1992; TU et al., 2004), ist ein positiver 
Virusnachweis ein sicheres Zeichen einer Infektion. Allerdings kann ein negatives 
Testergebnis eine Infektion nicht sicher ausschließen, da die Virusausscheidung nicht 
notwendigerweise kontinuierlich auftritt. Die Analyse CMV spezifischer Immunglobuline der 
Klasse IgM hat eine zu geringe Sensitivität, um zu einer Identifizierung von CMV infizierten 
Kindern beizutragen (MELISH, HANSHAW, 1973; SCHLESINGER et al., 2003; VILIBIC-CAVLEK 
et al., 2012). Die Testung der CMV-IgG-Avidität kann durchgeführt werden, um zwischen 
mütterlichen passiven IgG mit hoher Avidität und CMV spezifischen IgG mit geringer Avidität 
bei kürzlich erworbener CMV-Infektion bei Kindern zu unterscheiden (VILIBIC-CAVLEK et al., 
2012). Bei jungen Kindern, die sich gerade mit CMV infiziert haben, kann es jedoch sein, dass 
mütterliche und kindliche CMV-IgG mit hoher und geringer Avidität gleichzeitig existieren. In 
dieser Situation scheint die Sensitivität des Aviditätstests nicht ausreichend hoch zu sein, um 
Antikörper mit geringer Avidität sicher zu identifizieren (VILIBIC-CAVLEK et al., 2012). In der 
vorliegenden Studie war es nicht möglich diese Art der Analysen zusätzlich zum T-Zell-Test 
und zur Serologie durchzuführen, da dann größere Blutvolumina gebraucht worden wären 
als im Rahmen dieser Studie zur Verfügung standen. 
5.5 Limitationen 
Eine Schwäche der vorliegenden Studie besteht darin, dass die Untersuchungen zur 
Charakterisierung der CMV spezifischen T-Zellen bislang lediglich bei immungesunden 
Kindern durchgeführt wurde und daher noch keine Erfahrungswerte zur Anwendung der T-
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Zell-Analyse bei pädiatrischen Patienten im Setting einer Transplantation vorliegen. Um 
beurteilen zu können ob die CMV spezifische T-Zell-Analyse auch bei pädiatrischen Patienten 
mit Komorbiditäten anwendbar ist, müssen weitere Untersuchungen folgen. Dass CMV 
spezifische T-Zellen bei pädiatrischen Transplantatempfängern nachweisbar sind, hat bereits 
eine kleine Studie zeigen können (PATEL et al., 2012). Um den Nutzen und die Grenzen der 
CMV spezifischen T-Zell-Analyse neben der serologischen Testung bei sehr jungen Kindern 
im Setting einer Transplantation bewerten zu können, sind jedoch Studien mit größeren 
Fallzahlen nötig. Hierzu haben wir im Jahr 2014 eine Kollaboration mit der University of 
Alberta initiiert, die das Verfahren bei Kindern auf der Transplantationswarteliste evaluiert. 
Die Anwendung des Testverfahrens bei Erwachsenen wurde bislang lediglich in einem Fall als 
„proof of principle“ beschrieben, sodass der Einsatz des T-Zell-Tests in dieser Situation 
ebenfalls in größeren Studien evaluiert werden sollte.  
Es muss weiterhin untersucht werden, ob die Anwendung des beschriebenen T-Zell-Tests bei 
kritisch kranken Transplantatempfängern oder Organspendern möglicherweise durch eine 
fortschreitende T-Zell-Anergie oder durch einen unspezifischen Zytokinsturm limitiert sein 
könnte. Hier geben positive Kontrollstimulationen die Möglichkeit zur Unterscheidung, ob 
eine generelle T-Zell-Anergie vorliegt oder ob es sich tatsächlich um ein echt negatives 
Testergebnis handelt. Eine kürzlich durchgeführte Studie unserer Arbeitsgruppe zum 
Vergleich serologischer und T zellulärer Verfahren bei Organspendern, bei der ich ebenfalls 
experimentell beteiligt war, zeigte in der Tat, dass Erreger spezifische T-Zellen auch nach 
Eintreten des Hirntodes nachgewiesen werden können, dass jedoch in erhöhtem Maße auch 
unschlüssige Ergebnisse auftraten (SCHMIDT et al., 2014). 
5.6 Schlussfolgerungen und Ausblick 
T-Zell basierte Immunitätstests werden zunehmend beim Monitoring infektiöser 
Komplikationen nach Transplantationen verwendet (CROUGH, KHANNA, 2009; SESTER et al., 
2008a). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die CMV spezifische 
CD4+ T-Zell-Analyse Potential einer neuartigen Anwendung zur Beurteilung des tatsächlichen 
Infektionsstatus bei Patienten mit potentiell passiver Immunität bietet, die sowohl bei 
Kindern mit mütterlicher Immunität als auch bei Erwachsenen nach passiver Gabe von 
Antikörperpräparaten evaluiert wurde.  
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Der T-Zell-Test, der in dieser Arbeit angewandt wurde, kann sehr gut in die klinische Praxis 
integriert werden. Innerhalb von einem Arbeitstag können CMV spezifische T-Zellen aus 
einem kleinen Volumen von weniger als einem Milliliter mit Hilfe eines Standard-
Durchflusszytometriegerätes quantifiziert und funktionell charakterisiert werden. Folglich 
kann der Test bei prospektiven Studien angewendet werden und die Grundlage für ein 
antivirales Management bei Erwachsenen und Kindern mit potentiell passiver Immunität 
bilden. Wie schon bei Erwachsenen evaluiert (DIRKS et al., 2013; SESTER et al., 2008a; 
SESTER et al., 2001), kann der vorliegende Test ebenfalls longitudinal zur Messung der 
individuellen CMV spezifischen Immunität zur Vorhersage von Virus-Reaktivierungs-
ereignissen nach Transplantation bei Kindern angewendet werden. 
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